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© Verf ahran zw HersteSlung von Thrombin-lnhlbltoren. 

© Die Erfindung betriffl DNA-Sequenzen, welche fQr die 
Aminosauresequenz des Thrombin-lnhibitors Hirudin kodie- 
ren, sotche DNA-Sequenzen enthaltende Hybridvektoren, mit 
solchen Hybridvektoren transformierte Wirtszellen, von sol- 
chentransformierten Wirtszellen produzierte neue Polypepti- 
de mit Thrombin-lnhibitor-Aktivltat. Verfahren zur Herstel- 
lung dleser DNA-Sequenzen, Hybridvektoren und trensfor- 
mlerten Wirtszellen und Verfahren zur Herstellung dieser 
Thrombin-lnhibitoren mit Hilfe der transformierten Wirtszel- 
len. Die erfindungsgemass herstellbaren Hirudln- 
Verbindungen weisen wertvolle pharmakologische Eigen- 
achaften euf. 



Q. 
ui 



Croydon Pnn*«oQ Company Ltd 



- 1 - 



0168342 



4-14916/+ 



Verfahren zur Herstellung von Thrombi n- Inhibit oren 

Die Erfindung betrifft DNA-Sequenzen, velche fur die Aroinosaure- 
sequenz des Thrombin* Inhibitors Hirudin kodieren, solche DNA- 
Sequenzen enthaltende Hybridvektoren, mit solchen Hybridvektoren 
transf ormierte Wirtszellen, von solchen transf ormierten Wirtszellen 
produzierte neue Polypeptide mit Thrombin-Inhibitor-Aktivitat , 
Verfahren zur Herstellung dieser DNA- Sequenz en, Hybridvektoren und 
transformierten Wirtszellen und Verfahren zur Herstellung dieser 
Thrombin-Inhibitoren mit Hilfe der transformierten Wirtszellen* 

Im Plasma des gesunden Saugetierorganistnus besteht ein dynamisches 
Gleichgevicht zvischen dem fibrinolytischen System und dem Koagula- 
tlonssystem, vodurch ein funktionetuchtiges Gefassnetz aufrecht- 
erhalten vird. Bel Gef assverletzungen lagert das Koagulationssystem 
eine Fibrin-Matrix ab, welche nach Erreichung des hamostatischen 
Zustands durch das f ibrinolytische System wieder abgebaut vird. In 
Fallen, in denen das f ibrinolytische Potential des Organismus nicht 
ausreicht, um gebildete ' intravaskulare Thrombi abzubauen, z.B. bel 
Patienten, die unter Thromboembolien oder postoperativen Koroplika- 
tionen leiden, erweist es sich als unerlasslich, den Organismus 
durch Verabreichung von thrombolytischen Mitteln oder Antikoagulan- 
tien zu unterstutzen. 

In der herkommlichen Antikoagulationstherapie wurden bisher vor 
allera Heparin, ferner auch 4-Hydroxycutnarln- und 1 , 3-lndandion- 
Derivate eingesetzt. Obwohl mit diesen Mitteln bemerkenswerte 
Erfolge erzielt worden sind, weisen sle doch einige Nschtelle auf. 
So wirkt Heparin nicht direkt auf den Blutgerinnungsvorgang ein, 
sondem entfaltet seine koagulatlonshemmende Wirkung indirekt durch 
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Beschleunigung der Hernmung von Thrombin und dee Faktors X durcb 
Antithrombin III. Heparin gebt im Organismus weiterbin zahlreiche 
unspezifische Reaktionen ein und wird vom Platelet-Faktor 4 neutra- 
lisiert, was insbesondere seine Anwendbarkeit bei der Verbrauchs- 
Koagulopathie bzw. disseininierten intravasalen Gerinnung <DIC) 
beeintrachtigt. Es bestebt daber ein Bedarf nacb alternativen und 
spezifischeren Mitteln zur Antikoagulationstberapie. 

Seit langea ist ein natiirliches im Blutegel (Hirudo medicinalis) 
vorkonnnendes Antikoagulans , Hirudin, bekannt. Hirudin ist ein aus 
65 Aminosauren bestebendes Polypeptid mit vollstandig aufgeklarter 
Primarstruktur (1) und weist als strukturelle Cbarakteristika eine 
Anhaufung bydropbober Aminosauren am N-Terminus und polarer Amino- 
sauren am OTerminus, einen als Sulf atmonoester vorliegenden 
Tyrosin-Rest (Tyr 63 ) und drei Disulf idbrucken, deren exakte An- 
ordnung allerdings nocb nicbt bekannt ist, auf. 

Hirudin ist mit einem K ± -Wert (Komplex-Dissoziationskonstante) von 
6-10* 11 M der starkste bekannte Thrombin- Inhibitor und durcb eine 
spezifiscbe Affinitat zu Thrombin cbarakterisiert ; andere Enzyme der 
Blutgerinnungskaskade werden nicht inhibiert. Im Gegensatz zu 
Heparin iibt Hirudin seinen inhibierenden Einfluss auf Thrombin 
direkt aus und wirkt nicht, vie jenes, iiber Antithrombin III. Der 
einzige pharmakologiscb fassbare Effekt von gereinigtem Hirudin ist 
die Heinmung der Blutkoagulation bzw. die Prophylaxe von Thrombose. 
Bei intravenoser Verabreicbung an Hunden war selbst bei hohen Dosen 
kein Einfluss auf Herzscblagf requenz. Atnmng. Blutdruck. Thrombo- 
cytenzahl, Fibrinogen und Hemoglobin zu beobachten. Bei Versucben an 
der Ratte. am Schwein und am Hund erwies sich Hirudin als wirksam 
bei experimenteller Thrombose (hervorgerufen entweder durcb Stasia 
oder durcb Injektion von Thrombin), beim Endotoxin-Schock sowie bei 
DIC (disseminierter intravasaler Gerinnung). Bei direkten Ver- 
gleichsversuchen mit Heparin, vo immer eie durchgefuhrt wurden. 
zeigte sich Hirudin diesem uberlegen. 
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Obwohl seit langem bekannt, erlangte Hirudin bis heute nicht die 
breite therapeutieche Anwendung, die man aufgrund seiner ausgezeicb- 
neten biologiechen Eigenschaf ten erwarten durfte. Seiner allgetneinen 
Anwendung in der Hedizin steht namlich ala ein a chwervle gender 
Nachteil seine ausserst beschrankte Zuganglichkeit itn Wege. Bis 
jetzt waren Hirudin- Praparate ausschliesslich aus teurem und schwer 
zuganglichem Naturmaterial, ausgehend von Blutegel-Extrakten durch 
zeit- und kostenaufwendige Isolier- und Reinigungsverf ahren, 
erhaltlich (vgl- Ref. 2), Die relativ lange Sequenz von 65 Amino- 
sauren lies9 auch die klassische Peptid-Syntheee aus bkonomischen 
Gesicbtspunkten wenig erfolg6versprechend erscheinen. Zur Herstel- 
lung ausreichender Mengen an Hirudin, velcbe detaillierte kliniscbe 
Untersuchungen iiber dessen therapeutiBches Potential und seine 
breite therapeutieche Anwendung in der Antikoagulations-Therapie 
erst ernoglichen, tnlissen daher neue Wege beschritten werden. 

Hierzu bietet sich insbesondere die rekombinierte DNA-Technologie 
an. Hit ihrer Hilfe 1st es moglich, die unterschiedlichsten physio- 
logisch aktiven Polypeptide durch Kultivlerung entsprechend gene- 
tisch taodifizierter Mikroorganisiaen oder Saugetierzellkultureo 
herzustellen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt demgemass die Aufgabe zugrunde, ©it 
Hilfe von gentechnologischen Mitteln ein Expressionssystem zur 
Verfugung zu etellen. welches die mikrobiologische Hers te Hung von 
Polypeptiden mit Hirudin-Aktivitat im industriellen Massstab 
erlaubt. Diese Aufgabe wird in der vorliegenden Erfindung gelb'st 
durch die Bereitstellung von Hybridplasmiden, welche eine fur die 
Arainosauresequenz dee Hirudins kodierende DNA-Sequenz enthalten, die 
von einer Expressionskontrollsequenz derart kontrolliert wird, dass 
in einer mit diesen Hybridvektoren transfonnierten Wirtszelle 
Polypeptide mit Hirudin-Aktivitat exprimiert werden. 

Es war zu erwarten, dass die Expression derart iger DNA-Sequenzen in 
transf ormierten Wirtszellen (mit Ausnahne von transfonnierten 
Egelzellen) in Abwesenhelt eines zusatzlich eingebauten Sulfat- 
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Ubertragenden Enzym-Syatena zu einen Produkt fuhren wiirde, daaa aich 
von natiirlichen Hirudin in weeentlichen durch das Fehlen dea 
Sulfatreatea am Tyrosin-63 unterecheidet . Die biologieche Funktion 
dea Sulfatreetea in Proteinen in allgeneinen und im Hirudin in 
beaonderen iat im einzelnen nicht definitiv geklart; Jedoch aoll der 
Sulfat-Reat nach den Jetzigen Kenntniaatand die phyeiologiachen 
Eigenachaften dea Proteina nicht unweaentlich beeinf lueeen. So aoll 
der Sulfat-Reat folgende Funktionen ausiiben: 

(1) Positive Beeinf luaeung der biologiechen Aktivitat dee Proteina; 

(2) Beteiligung an regulatorischen 2ellprozeaaen (wie ea bei der 
reveraiblen Phosphorylierung bekannt iat); 

(3) Stinulierung der Sekretion, d.h. die Sulfatierung dient ala 
Markierung fur die Erkennung ala aekretoriachea Protein: Alle 
bekannten aulfatierten Proteine aind aekretoriache oder trane- 
menbranale Proteine. 

Ueberraachenderweiae wurde jetzt gefunden. daaa entgegen den 
theoretiacheo Voretellungen die wertvollen biologiechen Eigenachaf- 
ten dea Hirudina auch dann erhalten bleiben, venn die charakteriati- 
sche Sulfatmonoeater-Gruppe von phenoliachen Hydroxyl dea Tyr - 
Restea entfernt wird. Die nit Hilfe der erf indungagemaaaen trana- 
fornierten Hikroorganianen hergeetellten Hirudin-Verbindungan ohne 
Sulfatreet ("Deaulf atohirudine") erweiaen aich nanlich gegenUber 
den natiirlichen Hirudin in ihren biologiechen Eigenachaften, 
inabeaondere in ihrer antikoagulativen Wirkung. qualitativ und 
quantitativ al8 zumlndeat ebenburtig. 

In folgenden aind unter DNA-Sequenzen oder Genen. die fur die Anino- 
saureaequenz von Hirudin kodleren. aolche DNA-Sequenzen oder Gene zu 
veratehen, welche bei der Expreesion Hirudin-ahnliche Polypeptide 
ergeben, die aich von natiirlichen Hirudin inabeaondere durch dee 
Fehlen der Sulfatester-Gruppe an Tyroein-63 unterecheiden 
("Desulf atohirudine") . 
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Herstellung von DNA-Sequenzen , die flir die Aminosauresequenz von 
Hirudin kodieren 

Die Erfindung betrifft DNA-Sequenzen, welche fur die Aminosaure- 
sequenz von Hirudin kodieren, und Fragmente davon. 

Die Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur Herstellung von 
DNA-Sequenzen , die fiir die Aminosauresequenz von Hirudin kodieren, 
und von Fragmenten davon, gekennzeichnet dadurch, dass nan aus 
genomischer Egel-DNA das Hirudin-Strukturgen isoliert, oder aus 
Hirudin-mRNA eine komplementare doppelstrangige Hirudin-DNA 
(Hirudin-ds cDNA) herstellt, oder dass man ein fiir die Aminosaure- 
sequenz von Hirudin kodierendes Gen oder Fragmente davon mittels 
chemlscher und enzymatischer Verfahren herstellt- 

Die Gevinnung von genomischer Hirudin-DNA und von Hirudln-ds cDNA 
erfolgt bei8pielsweise nach an sich bekannten Methoden. So gevinnt 
man genomische Hirudin-DNA beispielsweise aus einer Egel-Genbank, 
welche das Hirudin-Gen enthalt. indem man die Egel-DNA-Pragmente in 
einem Kikroorganismus kloniert und Klone , die Hirudin-DNA enthalten, 
identif iziert , beispielsweise durch Kolonie-Hybridisierung unter 
Verwendung eines radioaktiv markierten, Hirudin-DNA spezifischen 
Oligodesoxynucleotids, welches mindestens i5, vorzugsweise 15 bis 
30, Desoxynucleotide enthalt. Die so erhaltenen DNA- Fragmente 
enthalten neben dem Hirudin-Gen in der Regel weitere unerwiinschte 
DNA-Bestandteile, welche durch Behandlung mit geeigneten Exo- oder 
Endonucleasen abgespalten werden konnen. 

Doppelstrangige Hirudin-cDNA kann beispielsweise hergestellt werden, 
indem man aus geeigneten, vorzugsweise zur Hirudin-Bildung induzier- 
ten Egelzellen mRNA gewinnt, das so erhaltene mRNA-Gemisch in an 
sich bekannter Weise an Hirudin-mRNA anreichert, diese mRNA als 
Templat fur die Herstellung von einstrangiger cDNA verwendet, daraus 
mit Hilfe einer RNA-abhangigen DNA- Polymerase die ds cDNA syntheti- 
siert und diese in einen geeigneten Vektor kloniert, Klone, die 
Hirudin-cDNA enthalten, werden beispielsweise, wie oben beschrieben. 
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durch Koloniehybridiaierung unter Verwendung eines radioaktiv 
markierten, Hirudin-DNA apezifiachen Oligodeaoxynucleotida identi- 
fiziert. 

Die auf dieae Weiae gevonnene genomische Hirudin-DNA oder die 
Hirudin-cDNA verden vorzugsveise am 5'- und am 3'-Ende mit chemisch 
synthetisierten Adapter-Oligodesoxynucleotiden verknupft, welch e die 
Erkennungsaequenz fur eine oder verschiedene Restriktionaendo- 
nuclease(n) enthalten und damit den Einbau in geeignete Vektoren 
erleichtem. Zusatzlich muss das Adaptennolekul fur das 5 f -Ende der 
Hirudin-DNA bzw. -cDNA noch das Translationsatartsignal (ATG) ent- 
halten. Das Translationsstartsignal muss derart angeordnet sein, 
dass ihm das Codon fur die erste Aminoeaure dea Hirudins direkt 
folgt. 

Da die Struktur des naturlichen Hirudin-Gens nicht bekannt ist und 
die chemische Syntheae eines fur die Aminoaauresequenz des Hirudins 
kodierenden Gena ( "Deaulf atohirudin-Gen") auf Grund der modernen 
Synthesembglichkeiten Vorteile. insbesondere in zeitlicher Hinsicht, 
bietet, etellt letztere eine bevorzugte Auafuhrungsf orm der vor- 
liegenden Erfindung dar. 

Chemische Svnthese eines Desulfato hirudin-Gens 

Die Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zur Herstellung 
eines Strukturgens fur Desulfatohirudin oder von Fragmenten davon. 
dadurch gekennzeichnet , dass man Segmente dea kodierenden und dea 
komplementaren Strangea des Desulfatohirudin-Gens chemisch syntheti- 
siert und erhaltliche Segmente enzymatiach in ein Strukturgen des 
IVrulfatohirudins oder in Tragmente davon uberfiihrt. 



It. H-findung betrifft femer doppelatrangige DMAs, die fur 
-esulfatohirudin kodieren. 
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Die erfindungsgeoassen DNAs enthalten zuaatzlich zu den Codons ftfr 
Desulfatohirudin Translations-Start- und Stopsignale, die eine 
Expression in geeigneten Wirtazellen, beiapielsweise E. coli , 
ermoglichen, ferner Nukleotidsequenzen an den Enden, die fur einen 
Einbau in einen Vektor geeignet sind. 

In einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung umfasst die DNA am 
5 f -Ende eine durch ein Restriktionsenzym schneidbare Nukleotid- 
sequenz gefolgt vom Translations-Startsignal , Codons fur die 
Aminosauren von Hirudin, die gegebenenf alia an einer oder mehrenen 
Stellen das Schneiden durch ein Restriktionsenzym ermoglichen, ein 
Translations-Stopsignal und am 3*-Ende eine durch ein RestriktionB- 
enzym schneidbare Nukleotidsequenz • Erf indungsgemass anwendbare 
Restriktionsenzyme sind beispielsveise EcoRI, EcoRII, BamHI, Hpall, 
PstI, Hinfl oder HindHI. 

Insbesondere umfasst die Erfindung eine doppelstrangige DNA beste- 
hend aus einer Nukleotidsequenz der Formel I und der komplementaren 
Nukleotidsequenz 
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TAY 
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(I) 



worin die Nukleotidsequenz beginnend tnit dem S'-Ende dargestellt 1st 
und zuid beaseren Verstandnis die Aminosauren, fur die jedes Triplett 
codiert. angegeben sind, und worin bedeuten 



A 


Desoxyadenosyl . 




T 


Thymidyl , 




G 


Desoxyguanosyl v 




C 


Desoxycy tidyl , 




X 


A, T. C oder G, 




Y 


T oder C, 




Z 


A, T, C oder G t wenn Y 


- c, 


oder 


Z - A oder G, wenn Y - 


T, 


Q 


T oder A, 




R 


C und S - A, T, C oder 


G, wenn Q » T, 


oder 


R - G und S * T oder C 


wenn Q • A t 
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M A oder C, 

L A oder C, 

N T. C oder A 

K A oder G, wenn K ■ A, 

oder K ■ A» wenn M • G t 

und (X') und (X 1 ) Nukleotidsequenzen nit n und td grosser ale 3 und 
n m 

kleiner ale 100, insbesondere grosser als 5 und kleiner als 15. 
bedeuten, velche durch eln Restriktionsenzym erkannt und geschnitten 
verden konnen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf onn en thai t die DNA-Sequenz am 
S'-Ende eine durch EcoRI spaltbare, in der Mitte eine durch EcoRII 
spaltbare und am 3'-Ende eine durch BamHI spaltbare Nukleptid- 
sequenz • 

In erster Linie umfasst die Erfindung eine doppelstrangige DNA, 
welche von E. coli bevorzugte und fiir die Amino saur en von 
Hirudin kodierende Tripletts enthalt. Seiche Tripletts sind insbe- 
sondere 



Glycin (Gly) 


GGT 


Cy stein (Cys) 


TGC 


Valin (Val) 


GTT 


Leucin (Leu) 


CTG 


Serin (Ser) 


TCT 


Threonin (Thr) 


ACC 


Phenylalanin (Phe) 


TTC 


Tyrosin (Tyr) 


TAC 


Methionin (Met) 


ATG 


Asparaginsaure (Asp) 


GAC 


Glutaminsaure (Glu) 


GAA 


Lysin (Lys) 


AAA 
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Ieoleucin (lie) ATC 

Histidin (His) CAC 

Prolin (Pro) CCG 

Glutatnln (Gin) CAG 

Asparagin (Asn) AAC 



Bevorzugtes Stopsignal (NON) let der Codon TAG. 



Eine bevorzugte Ausfuhrungaform eines fur die Aninosauresequenz 

von Hirudin kodierenden Gens in der oben dargestellten Weise ist die 

DNfA der Formel II, 



MetValValTyrThrAspCyaThrGluSerGlyGlnAanLeuCysLeuCysGluGly 
CTGGAAITCATGGTTGTTIACACCGACTGCACCGAATCTGGTCAGAACCTGTGCCTGTGCGAAGGT 
GAC CTTAAGT ACCAACAAATGTGGCIGACGIGGCTTAGACCAGTCTTGGACACGGACACGCTTCCA 
(EcoRI) 

SerAsnValCyaGlyGlnGlyAsnLysCysIleLeuGlySerAapGlyGluLyaAsnGlnCysVal 
TCTAACGTTTGCGGTCAGGGTAACAAATGCATCCTGGGTTCTGACGGTGAAAAAAACCAGTGCGTT 
AGATTGCAAACGCCAGTCCCATTGTTTACGTAGGACCCAAGACTGCCACTTTTTTTGGTCACGCAA 

(EcoRI I) 

ThrGlyGluGlyThrProLyoProGlnSerHisAsnAspGlyAspPheCluGluIleProGluGlu 
ACCGGTGAAGGTACCCCGAAACCGCAGTCTCACAACGACGGTGACTTCGAAGAAATCCCGGAAGAA 
TGGCCACTTCCATGGGGCXTTGGCGTCAGAGTGTTGCTGCCACTGAAGCTTCTTTAGGGCCTTCTT 

TyrLeuGlnNON 

TACCTGCAGTAGGATCCTG 

ATGGACGTCAT CCTAGGA C 

(BamHI) (II) > 



vorin A, T, G, C die unter Formel I angegebenen Bedeutungen haben 
und zura besseren Verstandnis die Aminoaauren, fiir die jedes Triplett 
l.odiert, und die Schnittstellen fur die Restriktionsenzyrae angegeben 
cind. 



Die Erfindung urafasst auch Fragraente einer DNA, die fur Desulfato- 
hirudin, kodiert. 
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Inebesondere umfasst die Erfindung doppelstrangige DNA-Fragmente des 
Desulfatohirudin-Gens, besondera solche, deren Enden durch Restrik- 
tionsenzyme geschnitten verden konnen. Solche doppel s trangigen 
DNA-Fragraente des Hirudin-Gens haben inebesondere 30 bis 70 Basen- 
paare. 



Beispielsveise umfasst die Erfindung die DNA-Fragmente der Formel 
III (F.) und der Formel IV (F-): 



MetValValTyrThrAspCysThrGluSerGlyGlnAsnLeuCysLeuCysGluGly 
CTGGAATTCATGGTTGTTTACACCGACTGCACCGAATCTGGTCAGAACCTGTGCCTGTGCGAAGGT 

GACCTTAAGTACCAACAAATGTGGCTGACGTGGCTTAGACCAGTCTTGGACACGGACACGCTTCCA 
(EcoRl) 

SerABnValCysGlyGlnGlyAsnLysCyelleLeuGlySer 
TCTAACGTXTGCGGTCAGGGTAACAAATGCATCCTGGGTTCTG 
AGATTGCAAAC GC CAGT C C CATTGTTTAC GT AGGAC C CAAGAC 

(EcoRII) 

IleLeuGlySerAspGlyGluLysAsnGlnCysValThrGlyGluGlyThrProLysPro 
CATCCTGGGTTCTGACGGTGAAAAAAACCAGTGCGTTACCGGTGAAGGTACCCCGAAACCG 
GTAGGAMCAAGACTGCCACTTTTTTTGGTCACGCAATGGCCACTTCCATGGGGCTTTGGC 
(EcoRII) 

GlnSerHisAsnAspGlyAspPheGluGluIleProGluGluTyrLeuGlnNON 
CAGTCTCACAACGACGGTGACTTCGAAGAAATCCCGGAAGAATACCTGCAGTAGGATCCTG 
GTCAGAGTGTTGCTGCCACTGAAGCTTCTTTAGGGCCTTCTTATGGACGTCATCCTAGGAC 

(BaraHI) 

F 2 (IV) 

Die Erfindung umfasst auch einstrangige DNA-Fragmente des Desulfato- 
hirudin-Gens* insbesondere solche, die sich durch chemische und/oder 
enzymatische Methoden zum Desulfatohirudin-Gen zusatnmenfugen lessen. 
In erster Linie betrifft die Erfindung einstrangige DNA-Fragmente 
mit mehr als zwanzig Nukleotiden, insbesondere mit 20 bis 70 Nukleo- 
tiden. 



Vorzugsveise betrifft die Erfindung die in den Beispielen be- 
schriebenen einstrangigen und doppels trangigen DNA-Fragmente. 
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Nethoden der Syntheae von DNA aind von S.A. Narang (3) zueammen- 
faesend dargestellt worden. Die bekannten Synthesetechniken erlauben 
die Herstellung von Polynukleotiden nit einer Lange von gegen 20 
Baaen in guter Auebeute. hoher Reinheit und in verValtniamaasig 
kurzer Zeit. Geeignet geschiitzte Nukleotide werden durch die 
Phoephodiestermethode (4) . die noch eff izientere Phosphotrieater- 
methode (5) oder Phosphit-Triestermethode (6) miteinander verknupft. 
Eine Vereinfachung der Syntheae der Oligo- und Polynukleotide wird 
mit der Festphasen-Nethode ermoglicht, bei der die Nukleotidketten 
an ein geeignetea Polymer gebunden aind. Itakura et al. (7) ver- 
wenden bei der Festphaeen-Syntheae anatelle einzelner Nukleotide 
durch Phosphotrieater-Methode gekniipfte Trinukleotide . die ao in 
kurzer Zeit und guten Auabeuten beispielsweise zu einem Poly- 
nukleotid mit 31 Baaen kondenaiert werden konnen. Die eigentliche 
doppelstrangige DNA kann aua chetaiach hergeatellten kurzen Segmenten 
enzymatisch aufgebaut werden. Khorana et al. (8) vervenden dazu 
iiberlappende Polynukleotid-Sequenzen aua beiden DNA-Strangen. die 
durch Basen-Paarung in richtiger Anordnung zusammengehalten und dann 
durch daa Enzym DNA-Ligaae chemisch verknupft werden. Eine weitere 
Moglichkeit beateht darin. Je eine Polynukleotid-Sequenz aua den 
beiden DNA-Strangen mit einem kurzen iiberlappenden Segment in 
Gegenwart der vier benotigten Desoxynukleosid-Triphosphate mit einer 
DNA-Polymeraae, z.B. DNA-Polymeraae I, Klenow-Fragment der Poly- 
merase I. T A DNA-Polymeraee, oder mit AMV (avian myeloblastoaie 
virus) reverse Tranacriptaae, zu inkubieren. Dabei werden durch 
Baaenpaarung die beiden Polynukleotid-Sequenzen in der richtigen 
Anordnung zueammengehalten und durch das Enzym mit den benotigten 
Nukleotiden zu einer volletandigen doppelstrangigen DNA erganzt (9). 
Itakura et al. (10) beschreiben. wie basierend auf diesem Prinzip in 
Gegenwart von DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment) aua 4 chemisch 
aynthetiaierten Tragmenten einer Lange von 39 bia 42 Baaen ein 
132 Basen-Paare langea Segment des humanen Leukozyten-lnterferon 
Oz-Gena aufgebaut werden kann, wobei 40 % Einaparung an chemischer 
Syntheae gegenuber der oben beachriebenen Methode. bei der nur 
Ligaee verwendet wird, erzielt werden. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren tur Herstellung von 
DNAs, welche ein Strukturgen des Deaulf atohirudins enthalten und fiir 
eine Expression in Wirtszellen geeignet sind, und deren Enden einen 
Einbau in Vektoren erxnog lichen , und von Fragmenten davon, dadurch 
gekennzeichnet f dass 

a) ein geeignet geschutztes Desoxynukleosid an einen f est en Trager 
gebunden vird. 

b) geeignet geschiitzte Di-, Tri- oder Tetranukleotide nach der 
Phosphotriester- oder Phosphit-Methode hergestellt werden, 

c) ein an den Trager gebundenes Desoxynukleosid oder Oligodesoxy- 
nukleotid mit geeignet geschutzten Mono- oder (gemass b) herge- 
stellten) Di-, Tri- oder Xetranukleotiden nach der Phosphotri- 
ester- oder der Phosphit-Methode verkniipft wird, 

d) nach c) erhaltliche. an Trager gebundene Oligodesoxynukleotide 
nit einer Lange zvischen etva 20 und etva 70 Basen void Trager 
abgespalten, gegebenenf alls gereinigt, von Schutzgruppen befreit 
und die freien 5'-terminalen Hydroxygruppen phosphoryliert 
werden, 

el) 2 Oligodesoxynukleotide einer Lange von je etwa 20 bis etva 

70 Basen aus dem kodierenden und aus dem komplementaren Strang 

rait mindestens 3, vorzugsweise 8 bis 15, iiberlappenden Basen- 

paaren annelliert und mit einer DNA-Polymerase in Gegenwart der 

vier Desoxynukleosid-Triphosphate zu doppelstrangigen 

DNA- Segment en (Fragmenten des Desulfatohirudin-Gens) erganzt 

werden, 

und gegebenen falls 2 doppelstrangige DNA-Segmente mit geeigneten 
gemass d) phosphorylierten Enden mit einer Ligase zum Desulfato- 
hirudin-Strukturgen verkniipft werden, 

oder 2 erhaltliche doppelstrangige DNA-Segmente in geelgnete 
Vektoren subkloniert, anschliessend gemass d) phosphoryliert und 
mit einer Ligase zum Desulf atohirudin-Strukturgen verkniipft 
werden, oder 

e2) altemativ je 2 Oligodesoxynukleotide aus dem kodierenden und 
aus dem komplementaren Strang mit einer Lange von z.B. 20 bis 
70 Basen und mit je mindestens 3, vorzugsweise 8 bis 15, iiber- 
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lappenden Basenpaaren annelliert. mit einer DNA- Polymerase in 
Gegenwart der vier Deeoxynukleosid-Triphosphate aufgefullt und 
mit Ligase zvm Desulfatohirudin-Strukturgen verknupft werden. 

Das erfindungsgemasse Verfahren 1st an sich bekannt. ermoglicht aber 
erst durch geeignete Korabination der Bedingungen und erfindunga- 
wesentliche Verbeaaerungen die Herstellung von fur die Aainosaure- 
sequenz von Hirudin kodierenden DNAs. 

In Schritt a) konnen eine Vielzahl von festen Tragermaterialien, wie 
Polystyrol verschiedener Vernetzung und Quellfahigkeit , Polyacryl- 
amide, Polyacrylamid-Copolymere , auf anorganisches Material wie 
Kieselguhr, Kieaelgel oder Alox aufgezogene Polyamide oder funktio- 
nalisierte Silane. verwendet werden. In einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform der Erfindung werden als feate Tragermaterialien 
quervernetzte Polyatyrole eingesetzt, die uber "Spacer" , wie 
Alkylen-Gruppen mit 2 bia 12 C-Atomen unterbrochen von 1 bis 5 
polaren zweiwertigen funktionellen Gruppen, wie Imino, Oxo. Thio, 
Oxycarbonyl oder Amidocarbonyl. auf an sich bekannte Weise mit der 
S'-OH-Gruppe geeignet geschutzter Desoxynukleoside verknupft werden. 
Besonders bevorzugt ist die Reaktion von in 5*-Stellung und gege- 
benenf alls im Basenteil geschutzten Nukleosiden der Formel V, worin 
R 1 eine durch Saure abspaltbare Schutzgruppe . wie eine Triaryl- 
jDethylschutzgruppe, beispieleweise eine 4-Methoxytrityl- oder eine 
A,4'-Dimethoxytritylgruppe f oder eine Triniederalkylsilylschutz- 
gruppe, beispielsweiae eine tert.-Butyldimethylsilylgruppe, und 
worin B eine gegebenenf alls geschutzte Baee ausgewahlt aus Thymyl, 
Cytosyl, Adenyl oder Guanyl bedeutet, mit Bernsteinsaureanhydrid. 
gegebenenf alls in Gegenwart von Basen. wie Pyridin. Triathylamin 
oder Diraethylaminopyridin, gefolgt von der Reaktion mit amino- 
methyliertem Polystyrol, das durch 0,5 bis 2 % Divinylbenzol quer- 
vernetzt 1st, mit Hilfe von den Carbonsaure-Rest aktivierenden 
Reagentien, vorzugsweiae N-Hydroxysuccinimid, oder p-Nitrophenol und 
wasserentziehenden Mitteln, wie Carbodiimiden , beispielsweise 
Dicyclohexylcarbodimid (Schema 1). 
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Die Ihnsetzung erfolgt in einem inerten nicht-protischen Loaungs- 
mittel, z.B. Pyridin, Tetrahydrof uran» Dioxan, Easigsaureathyleeter » 
Chloroform, Methylenchlorid, Dimethylf orroamid oder Diathylacetamid 
oder in Mischungen davon, bei Raumtemperatur oder leicht erhohter 
oder erniedrigter Temperatur, z.B. in einem Temperaturbereich von 
ca. -10°C bis ca. 50°C, bevorzugt bei Raumtemperatur, die Umsetzung 
in Gegenvart des wasserentziehenden Mittels auch bei niedrigerer 
Temperatur, z.B. bei ca. 0°C. 



Schema 1 



R x 0 



\ 



—OH 



B 

/ N 
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(> 



R l CL 



-0CCHzCH 2 C00H 



(V) 



R l 0. 



1 . N-Hydroxyauccinimid 
Oicyclohexylcarbodiimid 

2. H 2 NCH 2 — ^ ^— Polystyrol 



-OCCH2CH2CNHCH2— ^ ^— Polystyrol 



(VI) 



Bei der erfindungsgemaaeen Heratellung von Di-, Tri- oder Tetra- 
nukleotiden gemaes Schritt b) (Schema 2) werden in S'-Stellung und 
gegebenenfalla im Basenteil geachiitzte Nukleoaide der Formel V, 
worin R und B die oben angegebenen Bedeutungen haben, mit aktivier- 
ten Phosphoreatem der Formel VII. vorin X 1 und X 2 unabhangig 
voneinander Hydroxy oder davon abgeleitete Salze, Halogen, Imidazol- 
yl t 1,2.4-Triazol-l-yl, Tetrazolyl oder 1-Benztriazolyloxy und X 2 
zuaatzlich auch 2-Cyanoathyloxy , 2-Trihalogenathyloxy , 2-Aryl- 
sulfonylathyloxy, 2-Niederalkylthioathyloxy , 2-Arylthioathyloxy 
oder 2-(4-Nitrophenyl)-athyloxy und R eine durch eine Base oder ein 
Nukleophil, wie Amnion iumhydroxid, Thlophenolat oder ein Aryl- 
aldoxiroat, abapaltbare Schutzgruppe , wie gegebenenf alls durch 
Halogen, Kitro undVoder Niederalkyl aubatituiertea Phenyl, Methyl 
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Oder gegebenenfalls durch Bitro substituiertee Benzyl, oder eine 
durch Metallionen abspaltbare Schutzgruppe. vie 8-Chinolyl oder 
5-Chloro-8-chinolyl. bedeutet. gegebenenfalls in Gegenwart von 
wasserentziehenden Mitteln oder in Gegenwart von Baaen umgeeetzt. 

Anschliessend wird eine dermaasen gebildete Verbindung der Formel 
VIII. worin R 1 . X 2 und R 2 die oben angegebenen Bedeutungen haben. 
zuerlt gegebenenfalls mit einea 2-substituierten Aethanol umgesetzt, 
daa den Rest X 2 in eine Cruppe OR 3 umwandelt. worin R Cyanoathyl. 
2-Trihalogenathyl . 2-Arylsulf onylathyl . 2-Niederalkylthioathyl . 
2-Arylthioathyl oder 2-(4-Nitrophenyl)-athyl bedeutet. und dann die 
Schutzgruppe R 1 abgespalten. und die dermasaen hergestellte Verbin- 
dung der Formel IX mit einer andern Verbindung der Formel VIII. 
gegebenenfalls in Gegenwart von waaserentziehenden Mitteln oder in 
Gegenwart von Basen. zu einem Dinukleotid X umgeeetzt (Schema 2). 
Gegebenenfalls wird eine Verbindung der Formel VIII durch Reaktion 
Bit Baaen und Wasser in eine andere Verbindung der Formel VIII. 
worin X 2 Hydroxy oder davon abgeleitete Salze bedeutet. umgewandelt. 

Die Umsetzungen erfolgen in einem der oben genannten inerten 
Lbsungsmittel bei Raumtemperatur oder leicht erhohter oder ernied- 
rigter Tewperatur , z.B. bei Raumtemperatur. 

Die Abspaltung der Schutzgruppe R 1 wird z.B. mit Hilfe von Seuren. 
wie Mineralsauren, z.B. Salzsaure oder Schwefelsaure. Carbonaaure. 
z.B. Eesigaaure. Trichloreesigsaure oder Ameisensaure . Sulfonsaure, 
z.B. Methan- oder p-Toluolaulfonaaure. oder insbesondere Lewie- 
Saure. z.B. Zinkchlorid. Zinkbromid. Aluminiumchlorid . Dialkyl- 
aluminiumhalogenid. z.B. Dibutyl- oder DiSthylaluminiumchlorid. oder 
Bortrifluorid. bei 10°C bis 50°C. insbesondere bei Raumtemperatur. 
durchgefuhrt. Bei Verwendung eines Dialkylaluminiumhalogenids 
erfolgt die Abspaltung in einem lipophilen Lbsungsmittel. insbe- 
sondere in Toluol, und bei Verwendung einer anderen der genannten 
Lewis-Ssuren in einem Lbsungsmittelgemisch . bestehend aus einem 
Halogenkohlenwasserstoff. z.B. Methylenchlorid . und einem Nieder- 
alkanol, z.B. Aethanol oder Isopropanol. 
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Schema 2 



R*0 N |-0H 



VIII 4 IX 



VII 



-* R 1 0. 



>R 2 
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VIII 
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IX 
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Die Herstellung von Dinukleotiden der Fonnel X umfaest auch die 
Reaktion von Nukleosiden der Fonnel V f worin R* und B die oben 
angegebenen Bedeutungen haben, mit Phosphiten der Formel VIIA, worin 
X 1 Halogen, insbesondere Chlor, X 2 Halogen, insbesondere Chlor, oder 
Diniederalkylamino, insbesondere Dimethyl amino oder Diisopropyl- 

2 

amino, oder Morpholino, Piperidino oder Pyrrolidine, bedeuten und R 
die fur VII oben angegebene Bedeutung, insbesondere Methyl, hat, 
gegebenenfalls in Gegenwart einer geeigneten Base (Schema 3). Die 
erfindungagemass erhaltlichen Verbindungen der Formel VIIIA werden 

einerseits mit einem 2-substituierten Aethanol umgesetzt, das den 

o 3 3 

Rest X in eine Gruppe OR umwandelt. worin R die oben angefuhrten 

Bedeutungen hat, dann mit einem Oxidationsmittel, beispielsweise Jod 

in Gegenwart einer Base, zum Phosphat oxidiert und die Schutzgruppe 

R* abgespalten, wobei eine Verbindung der Formel IX entsteht, 

andererseits mit einer Verbindung der Formel IX umgesetzt, dann mit 

einem Oxidationsmittel, beispielsweise Jod in Gegenwart einer Base, 

zu einer Verbindung der Formel X oxidiert. 
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Schema 3 
B 



R 1 0, 



-OH 



N 



X^P-X* 
(VI I A) 



R l 0, 



(VIIIA) 



P-X 2 

6r* 



1. R 3 OH 

2. Oxidation r 

3. R 1 entfernen 



<IX) 



1. IX 

2, Oxidation 



(X) 

Zur erfindungsgeraassen Herstellung von Trinukleotiden wird in 

12 3 

Dinukleotiden der Fonnel X, worin R , R und R die oben angegebenen 

12 

Bedeutungen haben und vorin B und B unabhangig voneinander Thymyl, 
Cytosyl. Adenyl oder Guanyl bedeuten, die Schutzgruppe R 1 abgespal- 
ten und die erhaltene Verbindung mit einer Verbindung der For- 
mel VIII, gegebenenfalls in Gegenwart von wasserentziehenden Kitteln 
oder in Gegenwart von Basen, oder nit einer Verbindung der For- 
mel VIIIA und nachf olgender Oxidation umgesetzt, wobei eine Verbin- 
dung der Formel XI entateht (Schema 4). Die Abspaltung der Schutz- 
gruppe R 1 und die Kondensation zu den Trinukleotiden der Formel XI 
erfolgt in gleicher Weise, wie bei der Herstellung der Dinukleo tide 
der Formel X beschrieben- 



Schema A B 1 



HO, 



? 2 



? 3 



R 1 0 V 



-0-P-OR 3 

6r 2 



VIII 



oder 1. VI IA 

2. Oxidation 



R 2 4V 



R*6 N O v 



-OR 3 

>r 2 



(XI) 



Zur erfindungagemassen Herstellung von Tetranukleotiden verden 
Trinukleotide der Formel XI bo zur Reaktion gebracht, wie oben fur 
Pinukleotide der Formel X beschrieben. 



- 19 - 



01 68342 



In einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung wird ale Schutzgruppe 

2 

R 1 die 4-Methoxytritylgruppe, als Schutzgruppe R eine durch Chlor 
substituierte Phenylgruppe , insbesondere 2-Chlorphenyl , und als 
Schutzgruppe R 3 die 2-Cyanoathylgruppe verwendet. Bevorzugter Rest 
X 1 und X 2 in der Verbindung der Formel VII ist der 1-Benztriazolyl- 
oxy-Rest. 

Trinukleotide der Formel XI werden voTzugsweise hergestellt , indem 
in Dinukleotiden der Formel X die Schutzgruppe R 1 abgespalten und 

2 

die erhaltene Verbindung mit Verbindungen der Formel VIII, worin X 
Hydroxy 1 oder davon abgeleitete Salze bedeutet, in Gegenwart eines 
wasserentziehenden Mittels urogesetzt wird (Schema 4). Erfindungs- 
gemasse wasserentziehende Mittel sind beispielsweise 2,4.6-Tri- 
methyl- oder Triisopropylbenzolsulfonyl-chlorid , -imidazole 
-tetrazol oder -1 ,2, 4-triazol, gegebenenfalls eubstituiert durch 
Hitro. Bevorzugtes wasserentziehendes Mittel ist l-(2 ,4,6-Trimethyl- 
benzolsulfonyl)-3-nitro-l ,2,4-triazol (XII) . 

Vorzugsweiee werden Nukleoside eingesetzt, deren freie Aminogruppe 
im Basenteil geschlitzt ist, Bevorzugte Schutzgruppen sind Benzoyl 
fur Adenin, Benzoyl oder 4-Hethoxybenzoyl fur Cytosin, Isobutyryl 
oder Diphenylacetyl fur Guanin- Thymin wird vorzugsweise ohne 
Schutzgruppe eingesetzt • 

Bei der erf indungegemassen Herstellung von Oligonukleotiden gemass 
Schritt c) wird eine an sich bekannte Apparatur mit halbautomati- 
schem oder vollautomatischem, mikroprozessorgesteuertem Zufuhrungs- 
system fur Losungsmittel und Reagentien verwendet. In einer gemass 
Schritt a) hergestellten Verbindung der Formel VI wird die Schutz- 
gruppe R 1 , wie oben beschrieben, abgespalten und anschliessend 
entweder mit einer Verbindung der Formel VIII, oder mit einer 
Verbindung der Formel VII1A. oder mit einer Verbindung der Formel X 
oder XI, in der vorgangig die Schutzgruppe R 3 mit Basen abgespalten 
worden ist (eine Grtappe 2-Cyanoathyl beispielsweise mit einem 
Triniederalkylamin, z.B. Triathylamin, in einem der oben genannten 
inerten Losungsmittel oder Losungsmittelgemische bei 10°C bis 40°C, 
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insbesondere bei Raumtemperatur) , gegebenenf alls in Gegenwart eines 
wasserentziehenden Kit tele oder in Gegenwart einer Base umgeaetzt. 
Die Erfindung umfasst auch Reaktionen, bei denen anstelle eines 
Dinukleotids der Fonnel X oder eines Trinukleotida der Formel XI ein 
geroass Schritt b) hergestelltes Tetranukleotid eingeeetzt wird. Wird 
ein Phosphit der Fonnel VIIIA verwendet, so wird anschliessend udt 
einem Oxidationsmittel , beispielsweise Jod in Gegenwart einer Base, 
nachbehandelt. Die dermassen hergestellte Verbindung der Formel 
XIII, worin R 1 , K 2 tind B die oben angegebenen Bedeutungen haben und 
n eine ganze Zahl von 1 bis 4 ist. wird so oft den fur die Ver- 
bindung der Fonnel VI bescbriebenen Reaktionsschritten (Abspaltung 
von R 1 , Reaktion nit VIII, VIIIA, X, XI oder dem entsprechenden 
Tetranukleotid, gegebenenf alls wit oxidativer Nachbehandlung) 
unterworfen, bis eine Verbindung der Formel XIII entsteht, in der n 
eine beliebige ganze Zahl zwischen etwa 19 und etwa 69 ist. 



R 1 0, 



N 



R 2 6V 



-0gCH 2 CH 2 gNHCH 2 — ^— Polystyrol 



XIII 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung wird als Schutz- 
gruppe R 1 4-Methoxytrityl verwendet und die Abspaltung mit Zink- 
bromid in Gegenwart einer CH- oder NH-aciden Verbindung. insbeaon- 
dere 1 , 2 ,4-Triazol oder Tetrazol, durchgefiihrt. Die Verwendung von 
z.B. 1,2,4-Tziazol bei der Abspaltung der 4-Methoxytrityl-Schutz- 
gruppe ist neu und fiihrt uberraschenderweise dazu, dass die Abspal- 
tung schnell, mit hohen Ausbeuten und ohne Nebenreaktionen ablauft. 
Besonders bevorzugt ist die Verwendung von Zinkbroraid und 1,2,4- 
Triazol in einem molaren Verhaltnis zwischen 20:1 und 100:1 in einem 
Losungsmittelgenisch bestehend aus einem aprotischen Losungsmittel 
und einem Alkohol, beispielsweise Methylenchlorid und 2-Propanol. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn der Erfindung wird eine 

Verbindung der Fonnel VI oder der Formel XIII, in der die Schutz- 

gruppe R* abgespalten worden ist, mit einero Trinukleotid der 

3 

Fonnel XI, in dem die Schutzgruppe R abgespalten worden ist, 
umgeBetzt in Gegenwart eines wasserentziehenden Mittels, wie 
beispielsweise 2 , 4 , 6-Trimethyl- oder Triisopropylbenzoleulfonyl- 
chlor, -imidazol, -tetrazol oder -1 ,2 ,4-triazol gegebenen- 
falls substituiert durch Nitro. Besonders bevorzugt iet l-(2,4,6- 
Trimethylbenzolsulfonyl)-3-nitro-l .2 ,4-triazol (XII) . 

Die besonders bevorzugte Kombination , darin bestehend, dass ale 
Schutzgruppe R* die 4-Methoxytritylgruppe verwendet, zur Abspaltung 
von R* Zinkbromid in Gegenwart von 1 ,2 ,4-Triazol eingesetzt und als 
waeserentziehendes Mittel fur die Reaktion von entschutztem Oligo- 
nukleotid-Polystyrol-Harz der Formel XIII toit einem entschlitzten 
Trinukleotid der Fonnel XI das Triazol der Formel XII verwendet 
wird, ermoglicht es, dass iiberraschenderweise auch lange Nukleotid- 
ketten mit etwa 40 bis etwa 70 Bason in kurzer Zeit, in hohen 
Ausbeuten und mit hoher Reinheit hergestellt werden konnen, 

Zur erf indungsgemassen Abspaltung der Oligodesoxynukleotide von 
Trager und zur Entfemung der Schutzgruppen gemass Schritt d) werden 
an sich bekannte Verfahren verwendet. Besonders bevorzugtes Reagens 
zur Abspaltung vom Trager und zur Entfemung der bevorzugten 
2-Chlorphenyl-Schutzgruppe ist ein Arylaldoximat , beispielsweise das 
1,1,3, 3-Tetremethylguanidinium-2-nitrobenzaldoximat . Die Reaktion 
erfolgt in einem der oben genannten inerten Losungsmittel , dem etwas 
Nasser beigefugt wird, z.B. in 95%igem ?yridin, bei Raumtemperatur. 
Anschliessend wird mit wassrigem Aromoniak bei Raumtemperatur oder 
erhohter Temperatur, z.B. bei 20°C bis 70°C, insbesondere bei 50°C. 
umgesetzt . 
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Zur Ligation der erf indungsgemaesen Oligodesoxynukleotide wird an 
der 5'-terminalen Hydroxygruppe ein Phosphatrest eingefuhrt. Die 
Einfuhrung des Phosphatrestes (Phosphorylierung) erfolgt in an sich 
bekannter Weise mit Hilfe von T 4 Polynucleotid-Kinase in Gegenwart 
von ATP. 

Erfindungsgemaes hergestellte Oligodesoxynukleotide aus dem kodie- 
renden und dem koroplementaren DNA-Strang enthalten uberlappende 
Sequenzen, bestehend aus tnindestena 3, vorzugaweise 8 bis 15 
iiberlappenden Basenpaaren. Solche Oligodesoxynukleotid-Paare werden 
beim Mischen durch Wasserstof f bruckenbindung zusammengehalten . Die 
iiberhangenden, einstrangigen Enden dienen gemass Schritt el) und e2) 
ale Matrix (Templat) fur den Aufbau dea zweiten (komplementaren) 
Strangea durch eine DNA-Polymerase , z.B. DNA-Polymerase I, Klenow- 
Fragment der DNA- Polymerase I oder T 4 DNA-Polymerase, oder mit AMV 
reverse Transcriptase, in Gegenwart der vier Desoxynukleosid-Tri- 
phosphate (dATP, dCTP, dGTP und TIP) . Die bei der Komplementierung 
entstehenden Duplex-DNAs , bei denen es sich insbesondere «m Frag- 
mente des Desulf atohirudin-Gens (Verfahren el) oder urn das komplette 
Desulf atohirudin-Gen (Verfahren e2) handelt, besitzen flache Enden. 

Die gemass Verfahresschritt el) erhaltlichen Fragtnente dea 
Desulf atohirudin-Gens enthalten an den Enden Nukleotidsequenzen, die 
von Restriktionsendonucleasen erkannt und geapalten werden kbnnen. 
Je nach Wahl der Nukleotidsequenzen und dement sprechend der Restrik- 
tionsendonucleasen .entstehen bei der Spaltung vollstandig basen- 
oepaarte (flache) Enden ("blunt ends") oder Enden mit einem iiber- 
hangenden DNA-Strang ("staggered ends"). Die Restriktions-Erken- 
nungssequenzen werden so gewahlt, dass die Ligation der DNA-Frag- 
mente, die mit einer flache Enden bildenden Restriktionsendonuclease 
hehandelt worden sind, bzw die Basenpaarung der kohasiven Enden und 
die anschliessende Ligation von DNA-Fragmenten mit iiberhangenden 
DNA-Strangen das vollstandige Desulf a tohirudin-Strukturgen ergibt. 
i.'ie Ligierung zweier doppelstrangiger DNA-Fragmente erfordert eine 
5'-terminale Phosphatgruppe am Donor-Fragment und eine freie 
3 , -terrainale Hydroxygruppe am Akzeptor-Fragment . Die in Schritt el) 
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anfallenden DNA-Fragmente sind bereits 5* -terminal phosphoryliert 
und werden in an aich bekannter Weise mit einer Ligaae, inabesondere 
DNA-Ligaae, verknupft. 

In einer Ausfuhrungsf orm der vorliegenden Erfindung werden auf dem 
beschriebenen Wege zwei Fragmente des Desulf atohirudin-Gens , 
inabesondere die Fragmente Fj und F 2 gemass Formel III bzw. IV. 
hergestellt. Die Fragmente, welche erf orderlichenf alls in einem 
geeignetem Vektor subkloniert werden konnen, enthalten vorzugsweise 
an den Verknupfungsenden jeweila die Erkennungseequenz fiir eine 
Restriktionsendonuklease, insbesondere EcoRII. weawegen nach 
Spaltung roit besagtem Restriktionsenzym und Ligation der beiden 
Fragmente die korrekt kodierende Desulf atohirudin-DNA-Sequenz 
entsteht. Zusatzlich enthalt daa Teilatuck 1 vor dem Translations- 
atartaignal (ATG) und daa Teilatuck 2 nach dem Translations stop- 
signal (z.B. TAG) zusatzliche "terminale" Restriktionsstellen, die 
den Einbau dea Desulf atohirudin-Gens bzw. der Desulf atohirudin-Gen- 
Fragmente in einen geeigneten Vektor erlauben. 

Beiapielsweise betrifft die Erfindung die Heratellung dea Desulfato- 
hirudin-Gens in zwei Teilstiicken ? x und ? 2 der Formel III bzw. IV, 
welche gegebenenf alls subkloniert werden und nach Schneiden mit dem 
Restriktionsenzym EcoRII und Ligation die korrekte Desulf atohirudin- 
DNA-Sequenz ergeben, und worin Fj vor dem Tranalationaatart signal 
eine EcoRI-Restriktionaatelle und F 2 nach dem Translationsstopsignal 
eine BamHI-Restriktionss telle aufweiat. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungaf orm (Verfahren e2) werden je zwei 
Oligodesoxynukleotide, die altemativ aua dem kodierenden und aua 
dem komplementaren Strang stammen, mittels mindeatena 3, vorzuge- 
weise 8 bis 15 komplementaren Baeen annelliert, mit einer DNA- 
Polymerase, z.B. eine der oben genannten, aufgefiillt und mit 
DNA-Ligase turn Desulf atohirudin-Strukturgen ligiert. 
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Herstellung von Expressionsvektoren, welche ein fur die Aminosaure- 
sequent von Hirudin kodierendes Gen enthalten 

Die Erfindung betrifft weiterhin Expressionsvektoren, welche eine 
fur Desulfatohirudin kodierende DNA-Sequenz enthalten, die von einer 
Expressionskontrollsequenz derart reguliert wird, dass in einer mit 
diesen Expressionsvektoren transf ormierten Wirtszelle Polypeptide 
tnit Hirudin-Aktivitat exprimiert werden. 

Die Expressionsvektoren der vorliegenen Erfindung werden z.B. 
hergestellt, indem man in eine Vektor-DNA, welche eine Expressions- 
kontrollsequenz enthalt, eine fiir Desulfatohirudin kodierende 
DNA-Sequenz derart einfugt, dass die Expressionskontrollsequenz 
besagte DNA-Sequenz reguliert. 

Die Wahl einee geeigneten Vektors ergiht sich aus der zur Trans- 
formation vorgesehenen Wirtszelle- Geeignete Wirte sind beispiels- 
weise Mikroorganismen, wie Hefen, z.B. Saccharomyces cerevisiae , und 
insbesondere Bakterienstamme , die iiber kein Restriktions- oder 
Modifikationsenzym verftigen, vor allem Stamme von Escherichia coli , 
z.B. E. coli X1776. E. coli HB101, E. coli W3110 A102, E. coli . 
HB101/LM1035, E. coli JA22K30) oder E. coli K12 Stamrn 294, 
Bacillus subtilis , Bacillus stearothennophilus , Pseudomonas , 
Haemophilus , Streptococcus und andere, ferner Zellen hoherer 
Organismen, insbesondere etablierte humane oder tierische Zellinien. 
Bevorzugte Wirtszellen sind die genannten Stamme von E. coli , insbe- 
sondere E. coli HB101, E. coli JA221 und E» coli W3110A102. 

Grundsatzlich sind alle Vektoren geeignet, welche die erfindungs- 
gemassen heterologen» fur die Aminosauresequenz von Hirudin kodie- 
renden DNA-Sequenzen in dem gewahlten Wirt replizieren und expri- 
mieren. 

Beispiele fiir Vektoren, die zur Expression des De su If atohiru din-Gens 
in einem E. coli -Stamro geeignet sind, sind Bacteriophagen, z.B. 
Derivate des Bacteriophagen X, oder PlaBmide, wie insbesondere das 
Plasmid colEl und seine Derivate. z.B. pKB9, pSF2124, pBR317 oder 
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pBR322. Die bevorzugten Vektoren der vorliegenen Erfindung leiten 

sich von Plasmid pBR322 ab. Geeignete Vektoren enthalten ein 

vollstandiges Replicon und ein Markierungsgen, welches die Selektion 

und Identifizierung der mit den Expressionsplasmiden transformierten 

Hikroorganismen auf Grund eines phanotypischen Merkmals ermbglicht. 

Geeignete Markierungsgene verleihen dem Mikrooganismus beispiels- 

weise Resistenz gegemiber Schwe rmet alien . Antibiotika und der- 

gleichen. Weiterhin enthalten bevorzugte Vektoren der vorliegenden 

Erfindung ausserhalb der Replicon- und Markierungsgen-Regionen 

Erkennungesequenzen fur Restriktionsendonucleasen, so dass an die sen 

Stellen die fiir die Aminosauresequenz von Hirudin kodierende 

DNA-Sequenz und gegebenenf alls die Expressions-Kontrollsequenz 

eingefugt werden konnen. Der bevorzugte Vektor, das Plasmid pBR322, 

enthalt ein intaktes Replicon, gegen Tetracyclin und Ampicillin 

R R 

Resistenz verleihende Markierungsgene (tet und amp ) und eine Reihe 

von nur einmal vorkoiranenden Erkennungssequenzen fur Restriktione- 

R R 

endonucleasen, z.B. PstI (schneidet im amp -Gen, das tet -Gen bleibt 

R 

intakt), BamHI, Hindlll. Sail (schneiden alle im tet -Gen, das 
amp R -Gen bleibt intakt), Nrul und EcoRI. 

Mehrere Expressionskontrollsequenzen konnen zur Regulation der 
Desulfatohirudin-Expression eingesetzt werden. Insbesondere werden 
Expressionskontrollsequenzen stark exprimierter Gene der zu trans- 
formierenden YJirtszelle verwendet. Im Talle von pBR322 als Hybrid- 
vektor und E. coli als Wirtsmikroorganismus sind beispielsweise die 
Expressionskontrollsequenzen (welche unter anderem den Promotor und 
die ribosomale Bindungss telle enthalten) des Lactoseoperons , Trypto- 
phanoperons, Arabinoseoperons und dergleichen, des S-Lactamasegens , 
die entsprechenden Sequenzen des Phage XN-Gens oder des Phage 
fd-Schichtproteingens und andere geeignet. Wahrend der Promotor des 
fi-Lactamasegens (B-lac-Gen) bereits im Plasmid pBR322 enthalten ist. 
mussen die tibrigen Expressionskontrollsequenzen in das Plasmid 
eingefiihrt werden. Bevorzugt als Expressionskontrollsequenz in der 
vorliegenden Erfindung ist diejenige des Tryptophanoperons (trp po) . 
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Zur Repletion und Expression in Hefe geeignete Vektoren enthalten 
einen Hef e-Replikationsstart und einen eelektiven genetischen Marker 
fur Hefe. Hybridvektoren, die einen Hef e-Replikationsstart ent- 
halten, z.B. das chromosomale autonom replizierende Segment (ars), 
bleiben nach der Transformation innerhalb der Hefezelle extra- 
chromosomal erhalten und werden bei der Mitoae autonom repliziert. 
Terner konnen Hybridvektoren. die der Hef e-2u-Plasmid-DHA homologe 
Sequenzen enthalten, verwendet werden. Solche Hybridvektoren werden 
durch Rekombination innerhalb der Zelle bereita vorhandenen 
2u-Plasoiden einverleibt oder replizieren autonom. 2u-Sequenzen aind 
besonders fur Plasaide mit grosser Transf ormationshauf igkeit 
geeignet und gestatten eine hohe Kopienzahl. Geeignete Narkierungs- 
gene fur Hefe sind vor allem solche, die dem Wirt antibiotische 
Resistenz verleihen oder, In Fall von auxotrophen Hef erautanten. 
Gene, die Wirtsdefekte komplementieren. Entsprechende Gene 
verleihen z.B. Resistenz gegen das Antibiotikum Cycloheximid oder 
sorgen fur Prototrophic in einer auxotrophen Hefemutante, z.B. das 
URA3- , LEU2-, HIS3- oder vor allem das TRPl-Gen. Vorzugsweise 
enthalten Hef e-Hybridvektoren weiterhin einen Replikationestart und 
ein Harkierungsgen fur einen bakteriellen Wirt, insbesondere 
E. on , damit die Konstruktion und die Klonierung der Hybrid- 
vektoren und ihrer Vorstufen in einem bakteriellen Wirt erfolgen 
kann. Fur die Expression in Hefe geeignete Expressionskontroll- 
sequenzen sind beispielsweise diejenigen des TRPlr, ADHI^, ADHII- , 
PH03- oder PH05- Gens , femer in glykolytischen Abbau involvierte 
Promoter. z.B. der PGK- und der GAPDH-Promoter . 

Insbesondere betrifft die Erfindung zur Replikation tind phanotypi- 
schen Selektion befahigte Expressionsvektoren, welche eine Expres- 
sionskontrollsequenz und eine fur die Aminosauresequenz von Hirudin 
kodierende DNA-Sequenz enthalten, wobei besagte DNA-Sequenz mitaamt 
Transkriptionsstartsignal und -terminationssignal sowie Transla- 
tionsstartsignal und -stopsignal in beeagtem Expressionsplasmid 
unter Regulation besagter Expressionskontrollsequenz so angeordnet 
1st, dass in einer mit besagtem Expressionsplaamid trans formierten 
Wirt8zelle Desulf atohirudin expriiniert wird. 
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Um eine effektive Expression zu erreichen, muss das Desulfato- 
hirudin-Gen richtig (in "Phase") mit der Expressionskontrollsequenz 
angeordnet sein. Es ist vorteilhaft, die Expressionskontrollsequenz 
in den Bereich zwischen dem Haupt-mRNA-Start und dem ATG der 
Genkodiersequenz , uelche naturlich mit der Expressionskontroll- 
sequenz verkniipft ist (z.B, die B-lac-Kodiersequenz bei Verwendung 
des 8-lac-Protnotors) , mit dem Desulf atohirudin-Gen. welches vor- . 
zugsveise sein eigenes Translationsstartsignal (ATG) und Transla- 
tionsstopsignal (z.B. TAG) mitbringt, zu verkniipfen. Dadurch wird 
eine effektive Transkription und Translation gewahrleistet . 

Beispielsweise wird e±n Vektor, insbesondere pBR322, tnit einer 
Restriktionsendonuclease geschnitten und, gegebenenfalls nach 
Modifikation des so gebildeten linearis ierten Vektors, eine mit 
entsprechenden Restriktionsenden versehene Expressionskontroll- 
sequenz eingefuhrt. Die Expressionskontrollsequenz enthalt am 
3'-Ende (in Translationsrichtung) die Erkennungssequenz einer 
Restriktionsendonuclease, sodass der die Expressionskontrollsequenz 
bereits enthaltende Vektor mit besagtem Restriktionsenzym verdaut 
und das mit passenden Enden versehene Desulf atohirudin-Gen einge- 
setzt werden kann. Dabei entsteht ein Gemisch von zwei Hybrid- 
plasmiden, welche das Gen in richtiger bzw. in falscher Orientierung 
enthalten. Vorteilhaft ist es, den die Expressionskontrollsequenz 
bereits enthaltenden Vektor noch mit einer zweiten Restriktions- 
endonuclease innerhalb der Vektor-DNA zu spalten und in das ent- 
standene Vektor-Fragment das mit richtigen Enden versehene 
Desulf atohirudin-Gen einzusetzen. Alle Operationen am Vektor 
erfolgen vorzugsweise in einer Weise, dass die Funktion des 
Replicons und zumindest eines Ma rkie rungs gens nicht beeintrachtigt 
wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der vorliegenden Erfindung wird 
ein von pBR322 abgeleiteter Vektor, welcher eine Expressionskon- 
trollsequenz, insbesondere diejenige vom Tryptophan-Operon (trp po) , 
enthalt, die am 3'-Ende (zwischen dem Haupt-mRKA-Start und dem 
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era ten ATG) die Erkennungsaequenz fur eine, vorzugaweiae kohasive 
Enden bildende, Reetriktionaendonuclease t z.B. EcoRI. tragt, mit der 
genannten Reatriktioneendonucleaae und im Vektor-DNA-Teil ©it einer 
zweiten Reatriktionsendonuclease, welche flache oder bevorzugt 
kohasive Enden bildet. z.B. BamHI, verdaut, wonach der so lineari- 
sierte Vektor mit dem entsprechende Enden aufweisenden Desulfato- 
hirudin-Gen (z-B. mit einem EcoRI-Ende vor dem AIG-Start und einem 
BamHI-Ende nach dem Tranalationastop-Codon) verknupft wird. Die Ver- 
kniipfung erfolgt in bekannter Weise durch Paarung der komplementaren 
(kohasiven) Enden und Ligierung, z.B. mit T^DNA-Ligase. 

Das iiber den mRKA-Weg, aua genomiacher DNA oder synthetisch gewonne- 
ne. mit entsprechenden kohasiven (insbesondere EcoRI- und BamHI-) 
Enden veraehene Deaulf atohirudin-Gen kann vor dem Einbringen in ein 
Expreaaionaplasmid auch in einen Vektor, z.B, pBR322, kloniert 
verden, urn groaaere Mengen an Deaulf atohirudin-Gen, beiapielaweise 
fur die Sequenzanalyae , zu gewinnen. Die Ieolierung der Klone, 
welche das-Hybridplaamid enthalten, wird beiapielsweiae mit einer 
Deaulf atohirudin-Gen-epezifiachen. radioaktiv-markierten 
Oligodesoxynucleotid-Probe (aiehe oben) durchgef iihrt . Die Charak- 
terisierung des Desulfatohirudin-Gena erfolgt beiapielaweiae nach 
dem Verfahren von Maxara und Gilbert (11). 



In einer weiteren Ausfuhrungaf orm der Erfindung werden zwei Teil- 
stiicke des Desulfatohirudin-Gena synthetisiert . Teilatuck 1, welchea 
den 1. Teil des Gens umfaaat, enthalt vor dem ATG und am Ende 
jeweila die Erkennungssequenz fur kohaaive Enden bildende Restrik- 
tionsendonucleasen, z.B. vor dem ATG EcoRI und am Ende EcoRII, 
Telle click 2 t welchea den hinteren Teil des Gena urofaast, besitzt 
entsprechende Erkennungssequenzen , am Anfang z.B. EcoRII und nach 
dem Translationsstopaignal (z.B. TAG) BamHI. Die Teilstticke werden 
an den auaseren Erkennung8aequenzen gespalten (Teilatuck 1 z.B. mit 
EcoRI und Tells tuck 2 entsprechend mit BamHI) und in einen ent- 
sprechend zugeachnittenen Vektor (z.B. pBR322) subkloniert. Die 
Identifizierung der Klone, welche die Teilatucke en thai ten, und die 
Charakterisierung der Teilstticke erfolgt wie oben beschrieben. Die 
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Teilstucke verden dann init den entsprechenden Restriktionsendo- 
nucleasen aus den Hybridvektoren herausgeschnitten (Tells tlick 1 z.B. 
mit EcoRI und EcoRII und Teilstiick 2 z.B. mit EcoRII und BamHI) und 
uber ihre kohasiven Enden, insbesondere EcoRI I-Enden, ligiert, wobei 
das komplette DeBulfatohirudin-Gen entsteht, das vie angegeben in 
eine Vektor-DNA eingefugt wird. 

Transformation der Mikroorganismen 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung von 
transformierten Wirtszellen, dadurch gekennnzeichnet , dass man eine 
Wirts2elle rait einein Expressionsvektor , der eine von einer Expres- 
sionekontrollsequenz regulierte, fur die Aminosauresequenz von 
Hirudin kodierende DNA-Sequenz enthalt, transf ormiert . 

Geeignete Wirtszellen sind beispielsweise die oben genannten 
Mikroorganismen, wie Stamme von Saccharomyces cerevisiae , Bacillus 
subtilis und insbesondere Escherichia coli. Die Transformation mit 
den erf indungsgemassen Express ionsplasraiden erfolgt beispielsweise 
wie in der Literatur beschrieben, so flir S. cerevisiae (12), 
B. subtilis (13) und E. coli (14). Die Isolierung der transformier- 
ten Wirtszellen erfolgt vorteilhaft aus einem selektiven Nahnnedium, 
dem das Biocid zugesetzt wird, gegen welches das im Expressions- 

plasmid enthaltene Markie rungs -Gen Resistenz verleiht. Wenn, wie 

R 

bevorzugt, die Expressionsplasmide das amp -Gen enthalten, wird dem 
Nahnnedium demgemass Ampicillin zugesetzt. Zellen, welche das 
Expressionsplasmid nicht enthalten, werden in einem solchen Medium 
abgetotet. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die auf dem genannten Weg erhalt- 
lichen transformierten Wirtszellen, 
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Kultivierun^ der transf onaierten Wirtszellen und Gewin nung von 
Desulf a tohirudinen 

Die transformierten Wirtszellen konnen zur Herstellung von Verbindun- 
gen mit Hirudin-Aktivitat verwendet werden- Das Verfahren zur 
Herstellung dieaer Verbindungen 1st dadurch gekennzeichnet, daas 
die transformierten Wirtszellen kultiviert und das Produkt aus den 
Wirtszellen freigesetzt und isoliert wird. 

Unter "Verbindungen mit Hirudin-Aktivitat" werden solche, von den 
genannten transformierten Wirtszellen exprimierte Polypeptide 
verstanden, welche eine Thrombin-inhibierende Wirkung und eine 
positive Reaktion mit anti-Hirudin-Antikorpem zeigen und welche die 
Primarstruktur von Desulf atohirudin oder eine davon abgeleitete 
Struktur aufweisen. Unter Desulf atohirudin-Verbindungen mit einer 
von der Primarstruktur von Desulfatohirudin abgeleiteten Struktur 
werden modifizierte Desulf atohirudin-Verbindungen verstanden, vobei 
die Modifizierung vorzugsweise in einer Verkurzung der Primar- 
struktur des'DeWlfatotrlrudina, z,B. urn 1 bis 10, insbesondere 1 bis 
6, Aminosaurebausteine am N-Terminus und/oder urn 1 bis 6, insbe- 
sondere 2. Aminosaurebausteine am C-Tenninus oder in einer Modifi- 
zierung am N-Terminus, z.B. in einer N-terminalen Acetylierung oder 
Methionylierung, des Desulf atohirudin-Molekuls besteht. 

Die Erfindung betrifft daher vor allem ein Verfahren zur Herstellung 
von Verbindungen mit Hirudin-Aktivitat und von Salzen solcher 
Verbindungen. dadurch gekennzeichnet, dass mit einem Expressions- 
plasmid, welches eine von einer Expressionskontrollsequenz regu- 
lierte, fur die Amino sauresequ en z von Hirudin kodierende DNA-Sequenz 
enthalt, transf ormierte Wirtszellen in einem fliissigen Nahrmedium, 
welches assimilierbare Kohlenstof f-und Stickstof f quellen enthalt, 
kultiviert werden und das Produkt aus den Wirtszellen freigesetzt 
und isoliert wird, und, falls erforderlich, ein verf ahrensgemaes 
erhaltliches Produkt mit einem zur Aufspaltung der Disulf idbindungen 
geeigneten Reduktionsmittel versetzt und das erhaltiche reduzierte 
Polypeptid mit einem zur Neuknupfung von Disulf idbindungen geeigne- 
ten Oxidationsmittel behandelt wird, und falls gewlinscht, eine 
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erhaltliche Hirudin-Verbindung in eine andere Hirudin-Verbindung 
tiberfuhrt wird, und, falls gewtinscht, ein verf ahrensgeraass erhalt- 
liches Gemisch von Verblndungen mit Hirudin-Aktivitat in die ein- 
zelnen Komponenten aufgetrennt wird. und/oder, falls gewtinscht , ein 
erhaltenes Salz in das freie Polypeptid und ein erhaltenes Poly- 
peptid in ein Salz desselben uberfuhrt wird. 

Die vorliegende Erf indung betriff t insbesondere ein Verfahren zur 
Herstellung von Hirudin-Verbindungen der Formel 

VValTyrThrAspCysThrGluSerGlyGlnAsnLeuCysLeuCysGluGlySerAsnValCys 

GlyGlnGlyAsnLysCysIleLeuGlySerAspGlyGluLysAsnGlnCysValThrGlyGluGly 

ThrProLysProGlnSerHisAsnAspGlyAspPheGluGluIleProGluGluWLeuGln 

(XIV), 

worin V fur Yal oder fur Met-Val steht und W Tyr oder Tyr(-0S(> 3 H) 
bedeutet, und von Salzen solcher Verbindungen. 

Die Erf indung betrifft insbesondere Verfah«n zur Herstellung von 
Desulfatohirudin der Fomiel XIV, worin V fur Val und V 
fur Tyr steht. 

In den verf ahren9gemass erhaltlichen Verbindungen mit Hirudin- 
Aktivitat, insbesondere in den Verbindungen der Tormel XIV, sind die 
Cy stein- Re ste Cys vorzugsweise in gleicher Anordnung wie im 
naturlichen Hirudin paarweise durch Disulf id-Brucken verkniipft. 

Die Kultivierung der erf in dungs gemas sen transf ormierten Vfirtszellen 
erfolgt in an sich bekannter Wei Be. So konnen fur die Kultivierung 
der erf indungs gemas sen, transf ormierten tfirtstnikroorganismen 
verschiedene Kohlenstof fquellen verwendet werden. Beispiele bevor- 
zugter Kohlenstof fquellen sind assimilierbare Kohlenhydrate , wie 
Glucose, Maltose, Mannlt oder Lactose, oder ein Acetat, das entweder 
allein oder in geeigneten Gemischen verwendet werden kann. Geelgnete 
Sticks tof fquellen sind beispielsweise Aminosauren, wie Casamino- 
sauren, Peptide und Proteine und ihre Abbauprodukte , wie Trypton, 
Pepton oder Fleischextrakte ; welterhin Hef eextrakte , Halzextrakt, 
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„ie auch Ammoniumsalze, z.B. Ammoniumchlorid. -sulfat oder -nitrat, 
die entweder allein oder in geeigneten Hischungen verwendet warden 
konnen- Anorganische Sahe. die ebenfalls verwendet verden konnen. 
sind z.B. Sulfate. Chloride. Phosphate und Carbonate von Natrium . 
Kalium, Magnesium und Calcium. 

Weiterhin enthalt das Medium z.B. wachstumsf ordernde Subetanzen. wie 
Spurenelemente, z.B. Eisen. Zink, Mangan und dergleichen. und 
vorzugsweise Substanzen, die einen Selektionsdruck ausuben und das 
Wachstum von Zellen. die das Express ionsplasmid verloren haben, 
verhindem. So wird dem Medium beispielsweise Ampicillin zugesetzt. 
wenn das Expressionsplasmid ein amp R -Gen enthalt. Ein solcher Zusatz 
von antibiotisch wirksamen Substanzen bewirkt auch. dass kontaminie- 
rende, Antibiotika-empf indliche Mikroorganismen abgetotet werden. 

Die Kultivierung erfolgt nach an sich bekannten Verfahren. Die 
Kultivierungsbedingungen, wie Temperatur. pH-Wert des Mediums und 
Fermentationszeit. werden so ausgewahlt, dass naximale Hirudin-Titer 
erhalten werden. So wird ein E. coll- oder ein Hefe-Stannn bevorzugt 
unter aeroben Bedingungen in submerser Kultur unter Schutteln oder 
Ruhren bei einer Temperatur von etwas 20 bis 40°C. vorzugsweise etwa 
30°C, und einem pH-Uert von A bis 9. vorzugsweise bei pH 7. wahrend 
etwa 4 bis 20 h. vorzugsweise 8 bis 12 h. kultiviert. Dabei sammelt 
sich das Expressionsprodukt intrazellular an. 

Wenn die Zelldichte einen ausreichenden Wert erreicht hat. wird die 
Kultivierung abgebrochen und das Produkt aus den Zellen des Mikro- 
organismus freigesetzt. Zu diesem Zweck werden die Zellen zerstort. 
z.B. durch Behandlung mit einem Detergens, wie SDS oder Triton, oder 
mit Lysozym oder einem gleichartig wirkenden Enzym lysiert. Alter- 
nate oder zusatzlich kann man mechanische Krafte. wie Scherkrafte 
(z.B. X-Presse, French-Presse . Dyno-Mill) oder Schutteln mit 
Glasperlen oder Aluminiumoxid, oder abwechselndes Einfrieren. z.B. 
in flussigem Stickstoff . und Auftauen. z.B. auf 30° bis A0°C, sowie 
Ultraschall zum Brechen der Zellen anwenden. Die resultierende 
Mischung, die Proteine, Nucleinsauren und andere Zellbestandteile 
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enthalt, wird nach der Zentrif ugation in an sich bekannter Weise an 
Proteinen angereichert . So vird z.B. der grosste Teil der Nicht- 
Protein-Bestandteile durch Polyathylenimin-Behandlung abgetrennt 
und die Proteine einschliesslich der Hirudin-Verbindungen z.B. 
durch Sattigen der Lbsung mit Ammoniumsulfat oder mit anderen Sal ten . 
ausgefallt. Bakterielle Proteine konnen auch mittels Ansauern mit 
Essigsaure (z.B. 0,1 %, pH 4-5) ausgefallt verden. Eine weitere 
Anreicherung an Hirudin-Verbindungen kann durch Extraktion des 
essigsauren Ueberstandes wit n-Butanol erreicht verden. Weitere 
Reinigungsschritte umfassen bespieleweise chromatographische 
Verfahren, wie lonenaustauschchromatographie , Gelpermeations- 
chromatographie, Partitionschromatographie » HPLC, Umkehrphasen-HPLC 
und dergleichen. So erfolgt die Auf trennung der Hischbestandteile 
durch Dialyse, nach Ladung mittels Gel- oder tragerfreier Elektro- 
phorese, nach Molekiilgrbsse mittels einer geeigneten Sephadex-Saule t 
durch Affinitatschromatographie. z.B. rait Antikbrpern, insbesondere . 
monoklonalen Antikbrpern. oder mit Thrombin gekuppelt an einen 
geeigneten Trager zur Af f initatschrowatographie , oder .durch 
weitere, inebesondere aus der Literatur bekannte Verfahren, 

Beispielsweise umfasst die Isolierung der exprimierten Hirudin- 
Verbindungen die folgenden Stufen: 

Abtrennung der Zellen aus der Kulturlbsung mittels Zentrif ugation ; 
Herstellung eines Rohextrakts durch Zerstbren der Zellen, z.B. durch 
Behandlung mit einem lysierenden Enzyra und/oder abwechselndem 
Einfrieren und Wiederauftauen; 
Abzentrifugieren der unlbslichen Beetandteile; 
Ausfallen "der DNA durch Zugabe von Polyathylenimin; 
Fa Hung der Proteine durch Ammoniumsulfat; 

Affinitatschromatographie des gelbsten Kiederschlags an einer 
monoklonalen Anti-Desulf atohirudin-Antikbrper-Saule oder einer 
Thrombin-Saule ; 

Entsalzung der so gewonnen Lbsung mittels Dialyse oder Chromato- 
graphic an Sephadex G25 oder Sephadex G10. 
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Alternativ konnen nach Abtrennen der DNA die bateriellen Proteine 
ait tela lXiger Esaigsaure ausgefallt werden, aus dem sauren Ueber- 
stand die Hirudin-Verbindung mit n-Butanol extrahiert oder der 
saure Ueberstand direkt der Ionenaustausch-Chromatographie (z.B. an 
Diathylarainoathylcellulose DEAE 53) unterworfen werden. Weitere 
Reinigungsschritte schliessen Gelf iltration an Sephadex G50 (oder 
C75)» und Umkehrphasen-HPLC ein. Entsalzung erfolgt wieder an 
Sephadex G25. 

Zum Nachweis der Hirudin-Aktivitat kann der Test mit Anti-Hirudin- 
oder Anti-Desulfatohirudin-Antikorpern (z.B. aus Kaninchen erhalt- 
liche, oder aus Hybridomazellen erhaltliche monoklonale Antikorper) , 
der Thrombin-Test (15) oder der Blutgerinnungstest (16) herangezogen 
werden. 

Verf ahrensgemass erhaltliche Hirudin-Verbindungen konnen in 
an sich bekannter Weise in andere Hirudin-Verbindungen 
iiberfuhrt werden . 

So konnen z.B. Verbindungen der Formel XIV, worin W fiir Tyr steht, 
durch Umsetzen mit einer Tyrosin-Sulf ©transferase , welche z.B. aus 
Egelzellen erhaltlich ist, in Verbindungen der Forroel XIV iiberfuhrt 
werden, worin W fiir Tyr (-OSC^H) steht. 

Ferner konnen z.B. Verbindungen der Formel XIV, worin V fiir Met-Val 
steht, in Verbindungen der Fonnel XIV iibergefiihrt werden, worin V 
Val bedeutet. Beispielsweise konnen erf indungsgemass erhaltliche 
Hirudin-Verbindungen mit einem N-terminalen Methionylrest 
in entsprechende Verbindungen ohne N-terminalen Methionylrest iiber- 
gefiihrt werden, indem man den terminalen Methionylrest in iiblicher 
Veise mittels Bromcyan abspaltet. Die Reaktion mit Bromcyan erfolgt 
z.B, in einem wassrig-sauren Medium, z.B. in stark verdunnter 
Salzsaure, beispielsweise in 0,1-0,3 N Salzsaure, oder in einer 
ttarken organischen Saure, z.B. in 50-70%iger Ameisensaure , bei 
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Raumtemperatur oder geringfugig erho* » t oder emiedrigter Tempera- 
tur, z.B. bei ca. 15° bis etwa 25°C. iiber eine.n Zeitra.um von etwa 
24 Stunden. 

Frtihere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Unversehrtheit der 
Disulf idbriicken fur die gerinnungshemmende Aktivitat von naturlichera 
Hirudin von Bedeutung ist (vgl. Lit. 2). Je nach Wahl der Wirtszelle 
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Verkniipftmg der sechs 
Cystein-Reste im priraaren Translationsprodukt unter Bildung der drei 
Disulf idbriicken in einer Weise erfolgt, die sich vom natiirlichen, in 
Egelzellen ablaufenden Vorgang unterscheidet . Es ist moglich, dass 
die sich einstellende "falsche" Tertiarstruktur des Produktes eine 
Venninderung oder eogar den Verlust der wertvollen pharroakologischen 
Eigenschaf ten, insbesondere der gerinnungshemmenden Aktivitat, zur 
Folge hat, was sich mit Hilfe der oben genannten Hirudin-Assays 
(z.B. Thromb in-Test) feststellen lasst. In einem solchen Fall ist es 
zwecksoassig, die Disulf idbindungen mit einem geeigneten Reduktions- 
mittel zu spalten und das reduzierte Polypeptid zur Neuknupfung der 
Disulf idbindungen mit einem geeigneten Oxidationsmittel zu behan- 
deln. Anhand der Hirudin-Aktivitat des gebildeten Produktes (z.B. im 
Thrombin-Test) lasst sich feststellen, ob die gewahlten Bedingungen 
(Reduktions-und/oder Oxidationsmittel) zum geviinschten biologisch 
aktiven Hirudin gefuhrt haben oder ob die Bedingungen In bekannter 
Weise modifiziert werden mlissen. 

Zur Aufspaltung von Disulf idbindungen geeignete Reduktionsmlttel 
sind beispielsweise Thiol-Verbindungen, wie Thiophenol, 4-Nitrothio- 
phenol, 1 f 4-Butandi thiol und insbesondere 1 ,4-Dithiothreitol. Die 
Reduktion wird vorteilhaft in einem vassrig-alkalischen Medium, 
beispielsweise in der verdiinnten wassrigen Lb sung eines Alkali- 
metallhydroxids , z.B. Natriumhydroxid, Alkalimetallcarbonats , z.B. 
Natriumcarbonats , oder einer organischen Base,, insbesondere eines 
Triniederalkylemins , z.B, Triathylamin, bei Raumtemperatur durch- 
gefiihrt. 
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Oxidationstnittel. welche tur Neuknlipfung von Disulf idbindungen in 
den reduzierten Polypeptiden geeignet sind, Bind beispielsweise 
Luftsauerstoff , welcher durch eine wassrige Lbsung des Polypeptide, 
der gegebenenfells eine katalytische Henge eines Uebergangsmetall- 
salzes, z.B. Eisen-( IIl)-sulfat . Eisen-( III)-chlorid oder Kupfer- 
(II)-sulfat t beigefiigt wurde, geleitet wird; Jod, auch in Form dea 
Kaliutnjodid-Adduktee XJy welches vorzugsweise in alkoholischer , 
z.B. raethanolischer. oder wassrig-alkoholischer , z.B. waserig- 
tnethanolischer, Lbsung eingesetzt wird; Kaliutnhexacyanof errat-(IIl) 
in wassriger Lbsung; 1 ,2-Dijodathan oder Azodicarbonsaureditnethyl- 
ester oder -diathylester , welche in Wasser oder in einer Mischung 
bestehend aus Wasser und einein mit Wasser inischbaren Alkohol, z.B. 
Methanol % zur Reaktion gebracht werden. Die Oxidation wird ins- 
besondere bei Raumtewperatur ausgefuhrt. 

Die Abtrennung der Reagentien, insbesondere der Salze und der 
Oxidations- bzw. der Reduktionsmittel und ihrer Folgeprodukte, von 
der gewtinschten Hirudin-Verbindung erfolgt nach an sich bekannten 
Methoden, beispielsweise durch Molekulargewichtsf iltration , z.B. an 
Sephadex oder Biogel. 

Ein verfahrensgemass erhaltliches Getnisch von Verbindungen mit 
Hirudin-Aktivitat kann in an sich bekannter Weise in die einzelnen 
Komponenten aufgetrennt werden. Geeignete Trennverf ahren sind 
beispielsweise chromatographische Verf ahren, z.B. Adsorption- 
Chroma tographie, lonenaustauschchromatographie , HPLC oder reversed- 
phase HPLC, ferner multiplikative Verteilung oder elektrophoretische 
Methoden, z.B. Elektrophorese an Celluloseacetat oder Gelelektro- 
phorese. insbesondere Polyacrylamid-Gelelektrophorese ( "PAGE" > • 

Die Erfindung betrifft weiterhin die erf indungsgemass erhaltlichen 
neuen Desulf atohirudin- Verbindungen, insbesondere solche der 
Fonnel XIV, worin V Met-Val ist und W die angegebenen Bedeutungen 
hat, und Salze davon. 
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Die Erfindung betrifft ferner new* Desulf atohirudin-Verbindungen, 
welche durch RP-HPLC-Konstanten [Bedingungen: Vydac 218TP5415; 
4,6 x 150 mm; Durchf lussgeschwindigkeit 1,2 ml/rain; Eluent: A: O.J % 
Trif luoressigsaure, B: Acetonitril/Wasser 8:2 + 0.07 % Trifluor- 
essigaaure. Gradient: 2 min 16 % B, dann wahrend 3-min. auf 20 % B t 
steigern, dann wahrend IS min auf 25 % B steigern, dann wahrend 
27 min. auf 64 % B steigern], FPLC-Konstanten I Bedingungen: Mono 
Q-Saule (Pharmacia), 4,6rom x 150 mm.- Puffer A: 20 mM Tris • HCL 
pH 7,5; Puffer B: 20 mM Tris • HC1/1 M NaCl. Linearer Salzgradient: 
A: wahrend 9 ml mit 15 % Puffer B eluieren, wahrend 10,7 ml auf. 70 % 
Puffer B ateigern] und UV-Absorption wie folgt charakterisiert sind: 

Verbindung A: RP-HPLC, Retentionszeit 16,83 min; 

FPLC; Elution bei 390 mM NaCl; UV (Wasser): X - 275 no; 

max 

Verbindung B: RP-HPLC: Retentionszeit 18,43 min; 
Verbindung C: RP-HPLC: Retentionszeit 19,6 min; 
FPLC: Elution bei 420 mM NaCl; 
Verbindung D: RP-HPLC : Retentionszeit 20,6 min; 
FPLC: Elution bei 460 mM NaCl; 

Verbindung E: RP-HPLC: Retentionszeit 21,53 min; FPLC: 

Elution bei 500 mM NaCl; UV (Wasser): X » 273 ntn; 

max 

und das Verfahren zu ihrer Herstellung mittels der transf ormierten 
Wirtastamroe. 

Die erf indungsgemass herstellbaren Verbindungen bzw. die neuen . 
Verbindungen, z.B. der Formel XIV, konnen nicht nur in freier Form, 
sondern auch in Form ihrer Salze, inBbesondere ihrer pharmazeut.isch 
annehmbaren Salze, vorliegen. Da sie mehrere Aminosaurereste mit . 
freien Aminogruppen enthalten, kbnnen die erf indungsgeraassen 
Verbindungen z.B. in Form von Saureadditionssalzen vorliegen. Als 
Saureadditionsaalze kommen insbesondere physiologisch vertragliche 
Salze mit ublichen, therapeutisch anwendbaren Sauren in Betracht; 
als anorganische Sauren sind die Halogenwasserstof f sauren, wie die 
Chlorwasserstof f saute, aber auch Schwef elsaure und Phosphor- bzw. 
Pyrophosphorsaure zu nennen; als organische Sauren sind in erster 
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Linie Sulfonsauren. vie die Benzol- oder p-Toluolsulf onsaure oder 
Niederalkansulfonsauren. vie Nethansulf onsaure f sovie Carbonsauren . 
vie Essigsaure. Milchsaure, Palmitin- und Stearinsaure , Aepfelsaure. 
Weinsaure, Ascorbinsaure und Citronensaure , geeignet. Da die 
Hirudin-Verbindungen auch Aminosaurereste rait freien 
Carboxylgruppen enthalten, konnen sie auch ale Hetallsalz. ins- 
besondere als Alka lime tall- oder Erdalkalimetallsalz t z.B. Natrium-, 
Kalium-, Calcium- oder Magnesiumsalz , oder auch als Ammoniumsalz t 
abgeleitet von Ammoniak oder einer physiologisch vertraglichen, 
organischen stickstof fhaltigen Base, vorliegen. Da sie aber zugleich 
freie Carboxylgruppen und freie Aminogruppen enthalten, konnen sie 
auch als inneres Salz vorliegen. 

Je nach Arbeitsweise erhalt man die erf indungsgemassen Verbindungen 
in freier Form, in Form von Saureadditionssalzen oder Salzen mit 
Basen. Aus den Saureadditionssalzen und den Salzen mit Basen konnen 
in an sich bekannter Weise, beispielsweise durch Einstellen des 
pH-Uertes auf den isoelektrischen Punkt. die freien Verbindungen 
gevonnen werden. Von letzteren viederura lassen sich durch Umsetzen 
mit Sauren bzw. Basen. z.B. mit solchen, die die obengenannten Salze 
bilden, und Eindampfen oder Lyophilisieren therapeutisch annehmbare 
Saureadditionssalze bzw. Salze mit Basen gevinnen- 

Monoklonale Antikorper gegen Desulf atohirudin und Test-Kit s, die 
solche Antikorper enthalten * 

Die Eigenschaft von Antikbrpern, spezifische Antigene iu binden, 
findet ausserhalb des Kbrpers praktische Anwendung bei der quali- 
tativen und quantitativen Bestimmung (Immuno-Assay) unc bei der 
Reinigung der Antigene (Immunoaf f ini tats chromatographic} . Serum 
immunisierter Tiere enthalt normalerweise eine Vielzahl \ er- 
schiedener Antikorper, die mit dem gleichen Antigen an v srschiedenen 
Bindungsstellen mit verschiedener Affinitat reagieren, d\zu aber 
auch Antikorper gegen andere Antigene. die die frliheren 3 rf ahrungen 
des Individuums widerspiegeln. Die erfolgreiche Anwendunj von 
Antikorpern zur Bestimmung und Reinigung von Antigenen ei fordert 
aber hohe Spezifitat und Reproduzierbarkeit . 
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Homogene Antikorper, die diese Anf orderungen erfiillen, sind durch 
die von Kohler und Milstein (17) beschriebene Hybridoma-Technik 
zuganglich geworden. Prinzipiell besteht die Technik darin, dass 
Antikorper ausscheidende B-Lymphozyten , z.B. aus der Milz, immuni- 
sierter Tiere tnit Tumorzellen verschmolzen ("fusioniert") werden. 
Die gebildeten Hybridoma-Zellen kombinieren die Fahigkeit zur 
unbegrenzten Vermehrung durch Teilung mit der Fahigkeit, einen 
einheitlichen Typ Antikorper zu bilden und auszuscheiden. Durch 
Kultivierung in einem selektiven Medium, in dem nicht fusionierte 
Tumorzellen absterben, Hybridoma-Zellen sich aber vermehren. und 
durch geeignete Manipulationen kbnnen Klone, d.h. Zellpopulationen, 
die sich von einer einzigen Hybridoma-Zelle ableiten und genetisch 
identisch sind, gewonnen und kultiviert und die durch die Zellen 
produzierten monoklonalen Antikorper isoliert werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft monoklonale Antikorper gegen 
Desulfatohirudin und Hirudin, Hybridomazellen, die aolche Antikorper - 
produzieren und Verfahren zu ihrer Herstellung. Bevorzugt sind 
Hybridomazellinien und die von diesen ausgeschiedene monoklonale 
Antikorper, die spezifisch mit Desulfatohirudin oder Hirudin 
reagieren. Das Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Anti- 
Desulf atohirudin-und Anti-Hirudin-Antikbrpern ist dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man Mause mit Desulfatohirudin oder Hirudin immuni- 
siert, B-Lymphozyten derart imniuni sierter Tiere mit Myelomazellen 
fusioniert, die gebildeten Hybridomazellen kloniert, dann in vitro 
oder durch Injektion in Mausen kultiviert und aus den Kulturen 
Antikorper isoliert. 

Die Erfindung betrifft ferner Immuno-Af f initatschromatographie- 
Saulen und Test-Kits flir Immunoassays, die diese Antikorper enthal- 
ten. 

Nach dem erf indungsgemassen Verfahren werden Mause, z.B. Balb/c- 
Mause, auf an sich bekannte Veise immunisiert. Ueberraschenderweise 
gelingt die Immunisierung , obwohl Desulfatohirudin und Hirudin 
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verhaltnissmassig kleine Protein-Molekule eind. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsfonn wird Desulf atohirudin bzw. Hirudin etwa wbchentlich 
oder auch in groseeren Abstanden wahrend mehreren Wochen, beispiels- 
weise 5 bis 12 Wochen, injiziert, bis sich eine genugende Zahl 
Antikbrper-produzierender B-Lyraphozyten gebildet hat. 

B-Lymphozyten enthaltende Organe, z.B. Milzzellen, der imrnunisierten 
Mause werden entnommen und nit solchen Myelomazellen fusioniert, die 
aufgrund einer Mutation in einem aelektiven Kulturmediuxn nicht 
wachsen. Solche Myelomazellen aind bekannt und sind beispielaveiae 
jene mit der Bezeichnung X63-Ag8, X63-Ag8. 6. 5. 3, MPC-11, NSl-Ag4/l, 
MOPC-21 NS/1 oder SP 2/0. In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm 
werden Milzzellen immunisierter Mause mit Myelomazellen der Zell- 
Linie X63-Ag8 .6 . 5. 3 fusioniert. 

Die Fusion wird nach an sich bekannten Verfahren durch Mischen der 
B-Lymphozyten und der Myelomazellen unter Zugabe eines Zellfusions- 
agena, wie Polyethylenglykol , Sendai-Virus, Calciumchlorid oder 
Lysolecithin durchgefiihrt . Vorzugsweise wird in Gegenwart von 
Polyethylenglykol, beispielsweise mit einem Molekulargewicht 
zwischen 1000 und 4000, fusioniert. Nach der Fusion werden die 
entstandenen Hybride nach einem an sich bekannten Verfahren in einem 
selektiven Kulturmedium, das mit Hypoxanthin, Aminopterin und 
Thymidin (HAT-Medium) komplementiert ist. kultiviert. Nicht fusio- 
nierte Myelomazellen kbnnen in diesem Medium nicht wachsen und 
sterben ebenao wie norraale Lymphozyten. 

Die Ueberstande der Hybridoma-Kulturen kbnnen mit an sich bekannten 
Verfahren auf ihren Gehalt an spezifischen Antikorpern geprUft 
werden, beispielsweise mit Radio-Immunoassay oder Agglutinierung. 
Dabei wird tiberraschenderweise f estgestellt , daas mit dem beschrie- 
benen Verfahren Hybridoma-Zellen gewonnen werden kbnnen, die 
Antikbrper spezifisch gegen Desulf atohirudin oder Hirudin aua- 
achelden. 
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Die Hybridomazellen, die Antikorper der gewiinschten Spezifitat 
produzieren, werden aus dem aus der Fusionierung hervorgegangenen 
Gemisch verschiedenster Hybridomazellen durch Klonieren heraus- 
eelektioniert . Dazu werden nach einem an sich bekannten Verfahren, 
das "limiting dilution" genannt wird, Kulturen ausgehend von einer 
einzigen vachsenden Zelle angeeetzt. 

Zur Maseenproduktion werden die Hybridoma-Zellklone , die Antikorper 
der gewiinschten Spezifitat produzieren, entweder in an sich bekann- 
ten Hedien in vitro kultiviert oder zur Vermehrung in Mause inji- 
ziert. In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orra werden Hybridomazellen 
in mit Pristan vorbehandelte Mause injiziert, Aszites-Flussigkeit 
entnommen und daraus durch Fallung mit Amraoniurasulf at-Lbsung 
Antikorper isoliert. 

Die ait Hilfe dieser Hybridomazellen gewonnenen Desulf atohirudin- 
und Hirudin-spezifischen Antikorper konnen auf an sich bekannte 
Weise fiir die Her stel lung von Itmnuno-Af finite 1 8 chroma tographie- 
Saulen verwendet werden. In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der 
Erfindung wird ein geeignetes Tragermaterial ( suspendiert in einer 
Puf ferlbsung) mit einer Antikbrper-Lbsung versetzt, ungebundene 
Anteile werden anschliessend ausgewaschen und unbesetzte Stellen des 
Tragermaterials blockiert. 

Die mit Hilfe der Hybridomazellen gewonnenen Desulf atohirudin- und 

Hirudin-spezifischen Antikorper konnen auf an sich bekannte Weise 

fiir die Herstellung von Test-Kits verwendet werden. Diese Test-Kits 

konnen auf verschiedenen Hethoden beruhen, beispielsweiae auf 

Radio-Immunodif fusion , Latex-Agglutinierung, Tiipf el-Tests, Korapeti- 

tive oder Sandwich-Radio-Immunoassay , Enzym-Immunoassay , Immuno- 

Fluoreezenz oder immunochemischen Enzym-Tests. Solche Kits konnen 

neben gewbhnlichen Antikbrpem verschiedener Herkunft Antikbrper- 

Kon jugate mit Enzymen oder Fluoreszenztragern enthalten. dazu 

Desulfatohirudin oder Hirudin markiert mit radioaktiven Isotopen wie 
125 

J , oder konjugiert mit Enzymen, beispielsweiae mit Meerrettich- 
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Peroxidase oder alkalischer Phosphatase, femer Enzymsubstrate, 
geeignete Puffer. Gele. Latex. Polystyrol oder andere Fullmate- 
rlallen und Trager. 

Pharmazeutische Praparate 

Die gemass der vorliegenden Erfindung erhaltlichen bekannten 
("natiirliches" Hirudin) und neuen (z.B. Desulfatohirudin) 
Hirudine weisen wertvolle pharmakologische Eigenschaf ten auf und 
kbnnen, vie aus Blutegeln extrahiertes Hirudin, prophylaktisch oder 
insbesondere therapeutisch angewendet werden. 

Die erfindungsgemass herstellbaren Desulfatohirudin-Verbindungen 
erveisen sich hinsichtlich ihrer biologiachen Aktivitat als zu- 
windest Equivalent zu naturlichem Hirudin. So weist beispielsweise 
Desulfatohirudin einen K^-Wert von ca, lCT 11 M auf. Desulfatohirudin 
ist vollstandig spezifisch fur Thrombin und zeigt keinerlei VJechsel- 
wirkungen mit anderen Proteinasen des Blutgerinnungs systems. Die 
aktive Toxizitat ist ausserst gering; so sind in der Ratte bei Doeen 
von z.B. 1 g/kg keinerlei toxische Anzeichen festzustellen. Des- 
gleichen werden keinerlei Hypersensitivitats- und Allergie-Reak- 
tionen beobachtet. 

Die erf indungsgeraa'ssen neuen Desulfatohirudin-Verbindungen kbm en 
daher in Analogie zu naturlichem Hirudin zur Therapie und Prophy.axe 
von Thrombosen und Thromboembolien, einschliesslich zur Prophyl; : e 
von postoperativen Thrombosen, zur akuten Schock-Therapie (z.B, t ai 
septischem oder polytraumatischem Schock) , zur Therapie von 
Verbrauchskoagulopathien, bei Hamodialysen, Haraoseparationen unc iro 
extrakorporalen Kreislauf verwendet werden. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls pharmazeutische Zusamroensetzun; tf- 1, 
welche wenigstens eine der erf indungsgemassen Verbindungen oder 
deren pharmazeutisch annehmbaren Salze, gegebenenf alls zusammen t.:.t 
einem pharmazeutisch annehmbaren Trager und/oder Hilf ss tof fen, 
enthalten. 
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Di ese Zusamtnenset zungen kbnnen 1 nsbesondere bei den oben angegebenen 
Indikationen Verwendung finden, wenn sie z.B. parenteral, vie 
intravenbs. intracutan. subcutan oder intramuskular . oder topisch 
verabreicht werden. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung der erf indungsge- 
massen neuen Verbindungen und diese enthaltende pharmazeutische 
Zusaramensetzungen fur die prophylaktische und therapeutische 
Behandlung des menschlichen und tierischen Kbrpers, insbesondere be! 
den oben angegebenen Krankheitsbildem. in erster Linie zur Hemmung 
der Gerinnung des Blutes innerhalb und ausserhalb des menschlichen 
und tierischen Korpers. 

Die Dosierung hangt in erster Linie von der spezifischen Verab- 
reichungsform und void Zweck der Therapie bzw. Prophylaxe ab. Die 
Grbsse der Einzeldosen sowie das Verabreichunga schema kann am besten 
anhand einer individuellen Beurteilung des jeweiligen Krankheits- 
falles bestitnmt werden; die dazu erf order lichen Methoden zur 
Bestimmung von relevanten Blutfaktoren sind dem Fachmann gelaufig. 
lm Norroallfall liegt bei einer Injektion die therapeutisch wirksame 
Menge der erf indungsgemassen Verbindungen im Dosisbereich von etwa 
0.005 bis etwa 0.1 mg/kg Korpergewicht. Bevorzugt wird der Bereich 
von etwa 0.01 bis etwa 0.05 mg/kg Korpergewicht. Die Verabreichung 
erfolgt durch intravenbse. intrarauskulare oder subcutane Injektion. 
Dement sprechend enthalten pharraazeutische Praparate zur parenteralen 
Verabreichung in Einzeldosis-Form in Abhangigkeit von der Appli- 
kationsart pro Dosis etwa 0.4 bis etwa 7.5 mg der erfindungegemaseen 
Verbindung. Neben dem Wirkstoff enthalten diese pharmazeutischen 
2usammen3etzungen ublicherweise noch einen Puffer. z.B. einen 
Phosphatpuffer. der den pH-Wert zwischen etwa 3,5 und 7 halten soli, 
und ferner Natriumchlorid, Mannit oder Sorbit zur Einstellung der 
Isotonie. Sie kbnnen in gef riergetrockneter oder gelbster Form 
vorliegen, wobei Lbsungen mit Vorteil ein antibakteriell wirkendes 
Konservierungsmittel. z.B. 0,2 bis 0.3 % 4-Hydroxybenzoesaure- 
methylester oder -ethylester, enthalten kbnnen. 
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Ein Praparat fUr die topieche Anwendung kann ale wassrige Losung, 
Lotion oder Gelee, olige Loaung oder Suspension, oder fetthaltige 
oder insbesondere Emulsions-Salbe vorliegen. Ein Praparat in Form 
einer vassrigen Losung erhalt man beispielsueise dadurch, dass man 
die erfindungsgemassen Wirkstoffe oder ein therapeutisch annehmbares 
Sal* davon in einer vassrigen Pufferlosung von pH 4 bis 6,5. lost und 
geviinschtenfalls einen weiteren Wirkstoff, z.B. ein Antiinf lammato- 
rikum, und/oder ein polyineres Haftmittel, z.B. Polyvinylpyrrolidon , 
und/oder ein Konservierungsmittel zufiigt. Die Konzentration des 
Wirkstoff s betragt etwa 0,1 bis etva 1,5 mg, vorzugsweise 0,25 bis 
1,0 mg, in 10 ml einer Loaung bzw. 10 g eines Gelees. 

Eine olige Applikat ions form fur die topische Verabreichung erhalt 
man beispielsweise durch Suspendieren der erfindungsgemassen 
Wirkstoffe oder eines therapeutisch annehmbaren Salzes davon in 
einea Oel, gegebenenf alls unter Zusatz von Quellmltteln, wie 
Aluminiums tearat, und/oder grenzf lachenaktiven Mitteln (Tensiden), 
deren HLB-Wert ("hydrophilic-lipophilic-balance") unter 10 liegt, 
vie Fettsauremonoester mehrvertiger Alkohole, z.B, Glycerinmono- 
stearat, Sorbitanmonolaurat Sorbitanmonos tearat oder Sorbitan- 
monooleat. Eine fetthaltige Salbe erhalt man z.B. durch Suspendieren 
der erfindungsgemassen Wirkstoffe oder deren Seize in einer streich- 
baren Fettgrundlage , gegebenenfalls unter Zusatz eines Tensids vom 
HLB-Wert unter 10. Eine- Emuls ions salbe erhalt man durch Verreiben 
einer wassrigen Losung der erfindungsgemassen Wirkstoffe oder deren 
Salze in einer weichen, streichbaren Fettunterlage unter Zusatz 
eines Tensids, dessen HLB-Wert unter 10 liegt. Alle diese topischen 
Applikationsformen konnen auch Konservierungsmittel enthalten. Die 
Konzentration des Wirkstoff es betragt etwa 0,1 bis etwa 1,5 mg, 
vorzugsweise 0,25 bis 1,0 mg, in etwa 10 g der Grundmasse. 

Neben den oben beschriebenen und ihnen analogen pharmazeutischen 
Zusammensetzungen, welche fur einen direkten medizinischen Einsatz 
am Korper dee Henschen oder eines Saugetieres bestimrat sind, 
betrifft die vorliegende Erfindung auch pharmazeutische Zusammen- 
eetzungen und Praparate zur medizinischen Anwendung ausserhalb des 
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lebenden Korpers dee Menschen oder der Saugetiere. Solche Zusammen- 
setzungen und Praparate verwendet tnan in erster Linie als ge- 
rinnungshemmenden Zusatz zu Blut. welches ausserhalb des Korpers 
einer Zirkulation oder Behandlung (z.B. extrakorporaler Krelslauf 
oder Dialyse in kunstlichen Nieren), Konservierung oder Modifi- 
zierung (z.B. Harao separation) unterzogen wird. In ihrer Zusammen- 
setzung sind derartige Praparate. vie Vorratslostmgen oder auch 
Zubereitungen in Einzeldosis-Form, den oben beschriebenen Injek- 
tionspraparaten ahnlich; zveckmassigerveise wird aber die Wirk- 
stoffmenge bzw. -konzentration auf das Voluraen des zu behandelnden 
Blutes oder, noch exakter, auf dessen Thrombingehalt bezogen. Dabei 
ist zu beachten, dass die erf indungsgemassen Wirkstoffe (in freier 
Form) eine etwa Sfache Gewichtsmenge Thrombin vbllig deaaktivieren, 
auch in grbsseren Mengen physiologisch harmlos sind, und vom 
zirkulierenden Blut auch in hohen Konzentrationen sehr schnell 
ausgeschieden werden, so dass keine Gefahr einer Ueberdosierung, 
auch z.B. bei Transfusionen, besteht. Je nach dew spezifischen Zweck 
betragt die geeignete Dosis etwa 0,01 ^bis etwa 1,0 mg~- Wirkstof f/1 
Blut, wobei die obere Grenze ohne Gefahr noch uberschritten werden 
darf . 

Insbesondere betrifft die Erfindung die in den Beispielen beschrie- 
benen, fur die Amino sauresequenz von Hirudin kodlerenden DNA- 
Sequenzen, solche DNA-Sequenzen enthaltende Express ionsplasmide , mit 
solchen Expressionsplasmiden transf orraierte Mikroorganismen, 
monoklonale Antikorper gegen Hirudin, Hybridoraa-Zellen, die solche 
Antikorper produzieren, und Test-Kits fur Immunoassays, die solche 
Antikorper enthalten, die in den Beispielen beschriebenen Verfahren 
zu ihrer Herstellung und das in den Beispielen beschriebene Ver- 
fahren zur Herstellung von Polypeptiden mit Hirudin-Aktivitat mit 
Hilfe der transf ormierten Mikroorganismen, sowie die in den Bei- 
spielen beschriebenen neuen Desulf atohirudin-Verbindungen. 

Die folgenden Beispiele und Zeichnungen dienen zur Illustration der 
Erfindung und sollen sie in keiner Weise einschranken. 
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Experimenteller Teil 

Die In den Beiapielen verwendeten Abkurzungen haben die folgende 
Bedeutung : 

TNE Loaung, die 100 mM NaCl, 50 mM Tria.HCl pH 7.5 und 5 mM 

EDTA enthalt, 
SDS (Jatriumdodecyleulfat 
EDIA Ae thy lend iaminte t rae s a i geaure 

DTT 1,4-Dithiothreitol (1 ,4-Diraercapto-2,3-butandiol) 

BSA Rinder-Serumalbumin 
EtBr Ethidiumbromid 

Trio TriB-(hydroxymethyl)-aminoinethan 
Tri8«HCl Monohydrochlorid von Tris 

Beispiel 1 : Heratellung des geschiitzt en Hucleoaid-Polystyrol-Harzea 
MHX-o-T-O-COCHzCHzCO-NHCHj — «^ ^ (?) 



2,57 g (5 mMol) 5'-(4-Hethoxytrityl)-thymidin (MMT-0-T-OH) in 20 ml 
aba. Pyridin werden mit 750 mg Bernsteinaaureanhydrid und 910 og 
4-Dimethylaminopyridin veraetzt und 16 Stunden bei Raumtemperatur 
belaasen. Nach Einengen der Pyridin-Loaung wird in 200 ml Eeaig- 
eaureathyleater auf genommen. zweimal ait Je 200 .10,1 M Phoaphat- 
puffer unter Zuaatz von 10 ml geaattigter Koehaalz-Loeung auege- 
schUttelt, nochmals mit geaattigter Kochaalzloaung gevaachen, 
getrocknet. eingeengt und Hexan zugetropft. Dae eusgefallene Produkt 
wird abgetrennt und zweimal mit Aether zerrieben, dann in 300 ml 
Esaigsaureathylester geloat und bei 0°C ait 180 ml 0,1 M Kalium- 
hydrogensulfat von pH 2,5 ausgeechuttelt. Nach zweimaligem Waechen 

nit Waaaer wird die Eaaigeaterloaung mit Natriumeulf at getrocknet. 

filtriert, mit 0,5 ml Pyridin vereetzt, eingeengt und tropfenweiae 

nit Hexan verdunnt. Dae ausgefallene Bernateinaaurederivat wird 

abfiltriert. 
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1,0 g dieeer Verbindung verden zusammen nit 190 mg N-Hydroxysuccin- 
imid in 4 ml Essigsaureathylester und 2 ml Dimethylf ormamid gelost 
und bei 0°C mit 370 tng N,N '-Dicyclohexylcarbodiimid veraetzt. Nach 
Stehen iiber Nacht im Kuhlschrank wird der ausgefallene N.N'-Dicyclo- 
hexylharnstoff abfiltriert, das Filtrat mit Essigsaureathylester 
verdunnt, mit kaltem 0,1 M Natriumhydrogencarbonat und Wasaer 
extrabiert, getrocknet und ira Vakuum 2ur Trockne eingedatapf t . Der 
Ruckstand wird mit Essigsaureathylester an Kieselgel chromato- 
graphiert . DC : R f 0,45 in Dichlormethan-Methanol (9:1). 

100 mg dieses N-Succinimidoy 1-berns teinsaureesters werden mit 1 g 
Aminomethyl-polystyrol (Amingehalt 110 puMol/g) in 2 ml Dichlormethan 
und 4 ml Dimethylf ormamid 20 Stunden geruhrt. Das Polymer-Harz wird 
abfiltriert und mit Dimethylf ormamid. Methanol, Dichlormethan und 
Methanol auagewaschen. Nach dexn Trocknen verden die nicht umge- 
setzten Amino gruppen acetyliert, indem das Harz in 6 ml Pyridin mit 
1 ml Esslgsaureanhydrid und 100 mg 4-Dimethylaminopyridin 30 min. 
geruhrt wird. Das Polymer-Harz wird mit Dichlormethan, Dimethylf orm- 
amid, Hethanol und Dichlormethan ausgewaschen und bis zur Gevichts- 
konstanz getrocknet. Die spektroskopische Methoxytrityl (MMT)-Be-- 
stitnmung ergibt eine Beladung von 57 uMol/g. 

Beispiel 2 ; Analog Beispiel 1 wird das folgende geschiitzte 
Nucleosid-Polystyrol-Harz hergestellt: 

MMT-0-G lb -0C0CH2CH 2 C0NHCHz — ^ ^ — (P) aus 5'-(4-Methoxytrityl)- 
K-isobutyryl-deoxyguanosin, Beladung 32 uKol/g. 
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Bei spiel 3 ; Svnthese des Trin ukleotids 



MMT-0 T 0 P — CH 2 CH 2 CN 




a) Synthese des Dinukleotids : 

7.73 g (15 aMol) 5'-(4-Methoxytrityl)-thyaidin (MMT-O-T-OH) werden 
zveiaal ait abs. Pyridin eingedaapft. Der Rucks tand wird in 20 ml 
abs. Tetrahydrofuran gelost und zu 80 al elner 0,2 M Losung von 
2-Chlorphenyl-di-(l-benzotriazolyl)-phosphat in Tetrahydrofuran 
uater Riihren und Feuchtigkeitsausschluss getropft und das Reaktions- 
geaisch 1 Stunde bei Rauateaperatur geriihrt. Die erhaltene Losung 
des 2-Chlo^phenyl--l-benzot^iazolyl-5••(A-lnethoxytrityl)-thytaidin-3 , - 
phosphate wird in drei Teile geteilt. 

o) Hydrolyee zu Triethylamaoniua-2-chlorphenyl-5^4--aethoxytrityl)- 

thyaidin-3'-phosphat: 
Zu einem Drittel der obigen Losung von 2-Chlorphenyl-l-benzotri- 
azolyl-S'-^-aethoxytrityU-thyaidin^'-phosphat werden unter 
Kiifclung 100 ml 0.5 M Triathylaamoniuabicarbonat gegeben. Nach 
15 ain, wird ait Di chlorine than extrahiert. Die Dichloraethan-Losung 
wird ait Wasser gewaschen. eingeengt und tropfenweise ait Petrol- 
ether versetzt. Die erhaltene Fallung wird abgenutscht, mit Aether- 
Petrolether 1:1 ausgewaechen und im Vakuua getrocknet. DC: R f 0,35 
in Dichlormethan-Methanol-Wasser (75:22:3). 

fi) Veresterung zu 2-Cyanoathyl-2-chlorphenyl-5 , -(4-methoxytrityl)-- 
thyaidin-S'-phosphat und Abspaltung der 4-Methoxytrityl-Schutz- 
gruppe : 

Zu einea Drittel der Losung von 2-Chlorphenyl-l-benzotriazolyl-5'- 
(4-aethoxytrityl)-thyaidin-phosphat werden 1,3 al 2-Cyanoathanol und 
2 al Pyridin gegeben. Das Geaisch wird uber Nacht bei Raumtem- 
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peratur belassen. Die Losungsroittel werden im Vakuum abdestilliert 
und der Ruckstand in Essigsaureathylester gelost und mehrmals nit 
0,1 M Phosphatpuffer pH 7 und Wasser ausgeschuttelt . Die organische 
Phase wird getrocknet, eingeengt und in Hexan eingetropft. Der 
Niederschlag wird abfiltriert, in 50 ml Dichlormethan-Methanol 7:3 
gelost und bei 0°C mit einer Lbsung von 3,8 g p-Toluolsulfonaaure- 
monohydrat in 75 ml Dichlormethan-Methanol 7:3 versetzt. Nach 2 
Stunden wird die Reaktionslbsung mit Di chlorine than verdunnt und mit 
einer kalten Natriuinhydrogencarbonat-Losung ausgeschuttelt - Die 
organische Phase wird eingeengt und mit Hexan versetzt. Das aus- 
gefallene 2-Cyanoethyl-2-chlorphenyl-thymidin-3• -phosphat wird an 
Kieselgel mit Dichlormethan-Methanol 96:4 chromatographies . 
DC: R f von 0,45 in Dichlormethan-Methanol (9:1). 

r) ^Condensation zum 5'-(4-Methoxytrityl)-3 , -cyanoathyl)-bis- 

thymidin-dinukleotid: 
2,2 g 2-Cyanoathyl-2-chlorphenyl-thymidin-3 , -phosphat werden zweimal 
durch Eindampfen mit abs. Pyridin entwassert, in 20 ml abs.~ Tetra- — 
hydrofuran gelost und zum restlichen Drittel der Losung von 2-Chlor- 
phenyl-l-benzotria^olyl-5 , -(4-Inethoxytrityl)-thymidin-3 , -phosphat 
gegeben. Nach 18 Stunden bei Raum temper a tur werden zur Reaktions- 
lbsung unter Eiskuhlung 10 ml Wasser und 200 ml Essigsaureathylester 
zugegeben. Die organische Phase wird mehrmals mit Natriumhydrogen- 
carbonat und Wasser gewaschen, iiber Natriumsulf at getrocknet und auf 
ein kleines Volumen eingeengt. Das im Phosphat-Teil und an 5'- bzw. 
3'-Ende geschutzte Dinukleotid wird durch Eintropfen in Aether-Hexan 
1:1 gefallt. DC: R f 0,48 in Dichlormethan-Methanol (9:1). 

b) Synthese des Trinukleotids : 

1,17 g (1 mMol) des oben beschriebenen vollgeschutzten Dinukleotids 
werden in 30 ml Dichlormethan-Methanol 7:3 gelost und unter Eiskuh- 
lung mit einer Lbsung von 1,9 g p-Toluolsulf onsauremonohydrat in 
20 ml Dichlormethan-Methanol 7:3 versetzt. Nach 2 Stunden wird 
eiskalte Natriumhydrogencarbonat -Losung zugegeben und mit Dichlor- 
methan extrahiert. Die organische Phase vird getrocknet, eingeengt 
und in Hexan eingetropft. Das ausgefallene rohe Dinukleotid mit 
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freier 5' -Hydroxy gruppe wird an Kieselgel nit einem Gradienten von 
2-8 % Methanol in Dichlormetban chromatographies. DC: R { 0,33 in 
Dichlonnethan-Methanol (9:1). 

850 mg dieses 5'-Hydroxy-dinukleotids und 1,06 g Triethylammoniura-2- 
cblorphenyl-S'-CA-methoxytrityD-thymidin-S'-phosphat {vgl. Ab- 
schnitt a)o)] werden zweitaal mit Pyridin eingedampft, dann in 10 ml 
abs. Pyridin gelost und mit 560 mg l-Mesitylensulionyl-3-nitro- 
1,2,4-triazol (MSNT) versetzt. Nach 2 Stunden werden 2 ml eiskaltes 
Wasser zugegeben und nach einer weiteren Stunde mit Dichlormethan 
extrahiert. Die organische Phase wird mit gesattigtem Natrium- 
hydro gencarbonat und Wasaer gewaschen, getrocknet, eingeengt und mit 
Aether versetzt. Das ausgefallene Trinukleotid wird durch Chromato- 
graphic an Kieselgel gereinigt. R f 0,45 in Dichlormethan-Hethanol 
(9:1). 

Beisniel 4 : Analog Beispiel 3 werden folgende geschutzte Trinukleo- 
tide der allgemeinen Formel 



■OCH 2 CH 2 CN 




abgekurzt bVb 3 , bergestellt. Fur die Nukleoside B 1 , B 2 , B 3 werden 
folgende Abkiirzungen verwendet: 
A ■ N-Benzoyl-deoxyadenosin 
C *> N-Benzoyl-deoxycytidin 
G ■ N-Isobutyryl-deoxyguanosin 
T - Thymidin 
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Verbindung 


R a > 


Verbxndung 




TTT 


0,45 


ATG 


r\ AO 

0,48 


TTC 


0 , 55 


ACT 


0,53 


TCT 


0,46 


ACC 


0,48 


XAC 


0,56 


ATT 


0, 55 


TGC 


0,44 


ACA 


f\ CO 

0 , 53 


TAG 


U, OU 




U , h b 


TGT 


A A *> 


AAA 

AAA 




TGA 


0,44 


AGT 


0,45 


CTT 


0,53 


AGG ' 


0 , 3o 


CTG 


0,46 


GTT 


f\ AC 

0,45 


CCT 


0,45 


GTC 


n a /. 


CCC 


/\ CO 

0,59 


GTG 


r\ o C 

0,35 


CCG 


0,47 


GCA 


0,49 


CCA 


0,51 


GCG 


r\ ao 

0, 48 


CAT 


0,55 


GAT 


0,44 


CAC 


0,51 


GAC 


0,48 


CGC 


0.46 


GAG 


0,48 


CGA 


0,38 


GAA 


0,50 


CAG 


0,44 


GGC 


0,42 


CGG 


0.38 


GGT 


0,46 


CGT 


0,49 


GGG 


0,35 






GGA 


0.44 



a) Dunns chicht chroma to grannn auf Kieselgel in Di chlorine than-Methanol 
9:1, 

Beispiel 5 : Synthese des DNA-Fragments einer Lange von 67 Basen von 

Base Nr. 96 bis Base Nr. 162 des DNA-Stranges (9-6/67) 
a) Abspaltung der 2-Cyanathylschutzgruppe der Trinukleotide : 
10 yMol der Trlnukleotide aus Beispiel 3 oder 4 verden unter 
Feuchtigkeitsausschluss in 60 yl Pyridin-Acetonitril-Triathylamin 
1:1:1 geloet. Naeh 1 Stunde bei Raumtetoperatur werden 0.7 ml 
peroxidfreier Aether zugetropft und der Niederachlag abzentrif ugiert . 
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Das rohe Triethylammoniumsalz wird in 50 pi Pyridin gelost und 
nochmals mit 0*5 ml Aether ausgefallt, abzentrifugiert und 15 Stunden 
am Hochvakuum getrocknet. 

b) Kupplung der teilgeschiitzten Trinukleotide nit der an Polys tyrol- 
Harz gebundenen Oligonukleotldkette : 

Alle Operationen werden enter Feuchtigkeitsausschluss in einem 
Reaktionsgefass ait 220 |il Inhalt und mikroprozeasorgesteuerter 
Losungsmittel- und Reagens-Zugabe durchgefuhrt . 13 mg (0,74 uMol) 
dea Thymidin-Polystyrol-Harzes (Beiapiel 1) werden im Reaktionsge- 
faas vorgelegt und folgenden Operationen unterworfen: 

1. Methylenchlorid, 2 ml/min. » 4 min. 

2. Hethylenchlorid-Isopropanol (85:15), 2 ml/min. , 2 min. 

3. Zinkbromid 1 M und 1 ,2 ,4-Triazol 0,02 M in Methylenchlorid- 
Isopropanol (85:15), 2 ml/min., 2-3,5 min. 

4 # Methylenchlorid-Isopropanol (85:15), 2 ml/min., 4 min. 

5. Triathylaramoniumacetat 0,5 M in DMF. 2 ml/min., 5 min. 

6. Molekularsieb-getrocknetea Pyridin, 2 ml/min., 3 min. 

7. Tetrahydrofuran (Peroxid-f rei, Molekularsieb-getrocknet) , 
2 ml/min. , 3 min. 

8. Stickstoffstrom, 10 min. 

9. Injektion 10 uMol Trinukleotid GTC (Trimethylannnoniumsalz aua 
Abschnitt a)) und 8,9 mg (30 uKol) 1-Mesitylensulf onyl-3-nitro- 
1,2,4-triazol (MS NT) gelbst in 150 ul Pyridin 

10. 45°C, 20 min. 

11. Pyridin, 2 ml/min., 4 min. 

12. Acetanhydrid 5 % und 4-Dimethylaminopyridin 2,5 % in Pyridin, 
2 ml/min . , 4 min . 

13. Pyridin, 2 ml/min.. 4 min. 

14. Pyridin-Isopropanol (1:1), 2 ml/min., 3 min. 

Alle 14 Operationen werden 21 mal wiederholt, wobei bei der 9. 
Operation anstelle von GTC jeweils folgende Trinukleotide in Form 
ihrer Triathylammoniumsalze (Abschnitt a)) in der angegebenen 
Reihenfolge eingesetzt werden: GCA, ACC, GAA, CCC, TAC, AGG, TGA, 
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CGG , TAC, CGT. GTG, CCA, AAA, AAA, TGA, CGG. TGA. TTC, GGG, CCT, 
CAT, Die mittlere Kupplungsausbeute betragt 97 %. Das Endprodukt hat 
folgende Struktur: 

i 

HMT-CATCCTGGGTTCTGACGGTGAAAAAAACCAGTGCGTTACCGGTGAAGGTACCCCGAAACCGCAG 
TCT-Polystyrol 

c) Abspaltung des DNA-Fragments vom Trager und Abspaltung der 
Schutzgruppen : 

40,0 mg (ca. 0,60 uHol) DNA-Syntheseharz 96/67 werden mit 66 trig 
(0,40 xnMol) o-Nitrobenzaldoxim und 50 ul (0,40 mMol) 1,1,3,3- 
Tetramethylguanidin in 400 ul 95%igem Pyridin wahrend 3 Stunden bei 
50°C und wahrend 12 Stunden bei Raumtemperatur gehalten. Nach dem 
Abblasen dea Pyridine mit Stickstoff wird der Rucks tand mit 1,6 ml 
wasserigem Ammoniak (33 %) versetzt und im geachlossenen Gefass 
wahrend 24 Stunden bei 50° C gehalten. 

Die abgetrennte f liissige Phase vird im Vakuuin vom Ammoniak befreit 
und 3 mal mit je 3 ml peroxidf reiem Diathylather gewaschen. Nach dem 
Abtrennen der niedennolekularen Bestandteile an einer Blogel P6 
Saule (100-200 mesh, 3x66 cm, 0,01 Molar Trimethylammoniumhydrogen- 
carbonat pH 7,5, 1,5 ml/min.) werden 285 ODs (260 nm) DNA isoliert. 

Insgesamt 60 ODs werden an einer HPLC— Saule auf getrennt (PRP— 1/ 
Hamilton, 250 x 4,6 mm). Gradient (Losung A: 0,05 M Triathyl- 
ammoniumacetat pH 7,0; Losung B: Losung A:Acetonitril 1:1): 30 % B 
in A -» 60 % B in A in 20 min. bei 50°C und 2 ml/min. Der lipophile 
Hauptpeak (Retentionszeit ca. 14 min.) wird gesammelt, an einer 
DE52-Cellulose (Whatman) Saule auf konzentriert , eluiert und mit 
Aethanol gefallt. Zur Abspaltung der 4-Methoxytrityl-Schutzgruppe 
wird der Niederschlag in 50 ul Essigsaure/HaO (4:1) gelbst und 
45 min. bei Raumtemperatur gehalten. Das Reaktionsprodukt wird 
lyophilisiert , mit Aethanol gefallt und zur Reinigung auf einem 8 % 
Polyacrylamidgel (7 M Harnstoff) elektrophoretisch auf getrennt. Die 
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der erwarteten DNA-Groase entsprechende Bande wird ausgeschnitten 
und das Produkt elektroeluiert t an DE52-Cellulose auf konzentriert 
und die DNA 96/67 der Struktur 

5 1 -CATCCTGGGTTCTGACGGTGAAAAAAACCAGTGCGTTACCGGTGAAGGTACCCCGAAACCG 
CAGTCT-3' 

ait Aethanol gefallt, 

Beicpiel 6 ; Analog Beispiel 5 werden folgende DNA-Fragmente (S'-3*) 

hergestellt: 

1/58 

CTGGAATTCATGGTTGTTTACACCGACTGCACCGAATCTGGTCAGAACCTGTGCCTGT 
46/64 komplementar 

CAGAACCCAGGATGCATTTGTTACCCTGACCGCAAACGTTAGAACCTTCGCACAGGCACAGGTT 
154/64 komplementar 

CAGGATCCTACTGCAGGTATTCrrCCGGGATTTCTTCGAAGTCACCGTCGTTGTGAGACTGCGG 

Beiapiel 7 : Phosphorylierung der Fragmente 1/58 , 46/64 komplementar. 

96/67 und 154/64 komplementar 
Die Phosphorylierung und die radioaktive Markierung an den 5'-Enden 
erfolgt nit [ 7 - 32 P]ATP und Polynukleotid-Kinase (Boehringer) wie 
beschrieben (18). 

Beispiel 8 : Polymerisation 2u Duplex II (Teils tuck F^ des 

Desulfatohirudin-Gens) 
Je 50 pMol Fragment 96/67 kinasiert und Fragment 154/64 kinasiert 
werden in 24 ul Waaser gelbst, die Ldsung wahrend 3 rain, auf 90°C 
erwarmt und innerhalb von 5 rain, auf 12°C abgekiihlt. Nach Zugabe von 
4 ul Endo-R Puffer (0,1 Molar Tris«HCl pH 7,5. 66 mM MgCl 2 , 66 tnM 
B-Mercaptoathanol, 0,6 M NaCl) , 10 pi Deoxynucleosidtriphosphat- 
Gemiach (dATP, dCTP, dGTP, TIP, je 2-10~ 3 Molar, rait NH 3 auf pH 7-0 
eingestellt) und 2 pi (10 Einheiten) DKA-Polymerase I, Klenow- 
Fragment (Boehringer) wird wahrend 30 rain, bei 12°C inkubiert. Die 
Reaktion wird durch 3 mimitiges Erhitzen auf 90°C gestoppt und das 
Gemisch bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C aufbewahrt. 
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In analoger Weiae verden die Fra^mente 1/58 kinaaiert und 46/64 
kinasiert sura Duplex 1 (Teilstuck dea Desulfatohirudin-Gens) 
umgeaetzt • 

Die Duplexe I und II haben die folgenden Strukturen: 
Duplex I 

CTGGAATTCATGGTTGTT1ACACCGACTGCACCGAATCTGGTCAGAACCTGTGCCTGTGCGAAGGTTC 
GACCTTAAGTACCAACAAATGTGGCTGACGTGGCTTAGACCAGTCTTGGACACGGACACGCTTCCAAG 

TAACGTTTGCGGTCAGGGTAACAAATGCATCCTGGGTTCTG 
ATTGCAAACGCCAGTCCCATTGTTTACGTAGGACCCAAGAC 

Duplex II 

CATCCTGGGTTCTGACGGTGAAAAAAACCAGTGCGTTACCGGTGAAGGTACCCCGAAACCGCAGTCTC 
GTAGGACCCAAGACTGCCACTTTTTTTGGTCACGCAATGGCCACTTCCATGGGGCTTTGGCGTCAGAG 

ACAACGACGGTGACTTCGAAGAAATCC CGGAAGAATACCTGCAGTAGGAI C CT G 
TGTTGCTGCCACTGAAGCTT CTTT AGGGCCTTCTTATGGACGTCATCCTAGGAC 

Die Herstellung der Teilatiicke F x und F 2 dea Desulf atohirudin-Gena 
ist itn folgenden Schema I dargeatellt: 
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Schema 5: Herstellung der Teilatucke ? x und F ? des Desulfato- 
hirudin-Gena und der Fj-F^DNA 



1/58 96/67 
A6/64 154/64 



IT4-Polynucleotid- |T4-Polynucleotid- 
1 Kinase Kinase 
jAnnellierung ^Annellierung 



i a 1 1 f 1 1 LLLLLU 



|DNA-Polymerase I IDNA-Polymerase I 

j(Klenov). dNTPs 4<Klenow) f dNTPa 



MMMMMM UN 1 I I Mil tlMII 1 H H I I M I I I M I i > I I I t I I 1 H IM 

t t t t 

EcoRI EcoRII EcoRII BamHI 

Teilstuck Fj " Teilstuck Fj— 

I (Subklonierung) 1 (Subklonierung) 

j,EcoRH |EcoKI1 



IMMI MIM I H II I I II M HUH IIUMMMM MM 

t t 

EcoRI EcoRII EcoRII BamHI 



Annellierung 
Jj.-DNA-Ligase 



1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 n 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 n i n i n 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 m n i 
T t t 

EcoRI EcoRII BamHI 

Fj-F^DNA (Desulfatohirudin-Gen) 
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Bei spiel 9: Polymer! sation und Ligation der Fragniente 1/58. 

46/64 kinasiert, 96/67 kinaeiert und 154/64; 
Herstellung des Desulfatohirudin-Gens 



Je 50 pMol Fragment 1/58, 46/64 kinasiert. 96/67 kinasiert und 
154/64 werden in 48 ul Hasser gelost, die Loaung wahrend 3 min. auf 
90°C ervarmt und innerhalb 5 nin. auf 12°C abgekiihlt. Nach 2ugabe 
von 8 ul Endo-R Puffer (vgl. Beiapiel 8), 20 ul Deoxynucleosidtri- 
phoaphat-Gemiach (dATP, dCTP. dGTF, TTP. Je 0.002 Holar. mit NH, auf 
pH 7.0 eingestellt) und 2 ul (10 Einheiten) DNA-Polymerase I. 
Klenow- Fragment (Boehringer) wird wahrend 30 min. bei 12°C inku- 
biert. Die Reaktion wird durch 3-miniitiges Erhitzen auf 90°C 
gestoppt und die DNA nach Phenol/Chloroform-Extraktion durch 
Aethanolfallung isoliert. Daa entstandene DNA-Gemiach wird in 100 ul 
Ligase-Puffer (66 oiM Tris-HCl pH 7.5. 6.6 mM MgCl 2 . 10 mM Dithio- 
threitol, 5 mM ATP) gelost, mit 50 Einheiten (2 pi) T4 DNA-Ligase 
(Biolaba) vereetzt und wahrend 20 Stunden bei 20°C inkubiert. Die 
Reaktion wird durch 5-minutiges Erhitzen auf 70°C gestoppt und die 
DNA nach Phenol/Chlorof orm-Extraktion durch Aethanolfallung iao- 
liert. Kach Auftrennung des Gemisches an einem 8 % Polyacrylamidgel 
(denaturierend) durch Elektrophorese wird das Ligationsprodukt mit 
217 Basenpaaren elektroeluiert , an einer DE52-Cellulose-Saule 
aufkonzentriert und nach Elution durch Ethanolfallung ieoliert. 

Das Desulfatohirudin-Gen hat die folgende Struktur: 

CTGGAATTCATGGTTGTTTACACCGACTGCACCGAATCTGGTCAGAACCTGTGCCTGTGCGAAGGT 
GACCTTAAGTACCAACAAATGTGGCTGACGTGGCTTAGACCAGTCTTGGACACGGACACGCTTCCA 

TCTAACGTTTGCGGXCAGGGTAACAAATGCATCCTGGGTTCTGACGGTGAAAAAAACCAGTGCCTT 
AGATTGCAAACGCCAGTCCCATTGTTTACGTAGGACCCAAGACTGCCACTTTTTTTGGTCACGCAA 

ACCGGTGAAGGTACCCCGAAACCGCAGTCTCACAACGACGGTGACTTCGAAGAAATCCCGGAAGAA 
TGGCCACTTCCATGGGGCITTGGCGTCAGAGTGTTGCTGCCACTGAAGCTTCTTTAGGGCCTTCTT 

TACCTGCAGTAGGATCCTG 
ATGGACGTCATCCTAGGAC 
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Die Herstellung des Desulf atohirudin-Gens aus den vier Fragmenten 
1st im folgenden Schema II dargestellt: 

Schema 6: Herstellung de6 Hirudin-Gens aus den vier synthetischen 
Fragmenten 



1/58 96/67 



46/64 154/64 



|T A -Polynucleotid Kinase 



nnellierung 



Mill Mill Mill 



IDNA-Polymerase I (Kienow) 
idNTPs 

M I M M M M I M M I M M II M M I TT7T1 M M I M M M I M M I II M I II M I I 



j T 4 - DNA-Ligase 



M II I I I II M I M M I M M I M 1 I M I I M M M M M II II M M M M M M M M I I I II 



t t 

F1-F2-DNA 
(Desulfatohirudin-Gen) 



EcoRI F1-F2-DNA BanHI 



Beispiel 10 : Herstellung des Plasmids pML 300, enthaltend die 
Fj-DNA des Desulfatohirudin-Gens (Fig. 1) 



a) Herstellung des linearisierten Vektors pBR322/EcoRI/PvuII . 
5 ug pBR322 Plasmid-DNA werden mit 5 Einheiten PvuII Restriktions- 
endonuclease (Biolabs) in 200 ml einer Losung aus 100 ug/ml Gelatine 
fur 1 Stunde bei 37°C verdaut. Anschliessend wird diese Lbsung auf 
100 mM Tris«HCl (pH 7-5), 50 mM NaCl eingestellt und die DNA ©it 
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30 Einheiten EcoRI-Reatriktionaendonucleaae (Biolabs) fUr 2 Stunden 
bei 37°C verdaut. Dann wird die Loaung auf 50 mM Tria-HCl pH 8 
eingeatellt und bei einer DNA-Konzentration von 10 pg/- M l mit 2 
Einheiten inteatinaler alkaliacher Kalber-Phosphatase (Boehringer) 
wahrend 30 min. bei 37°C inkubiert. Daa Enzym wird durch Erhitzen 
der Losung wahrend 60 ain. bei 65°C inaktiviert. Dann wird die 
Loaung auf IKE eingeatellt. nit 1 Volumen Phenol und Chloroform 
extrahiert und die verdaute DNA alt 2 Voluaen Alkohol bei -20°C Jiber 
Nacht ausgefallt. 

Der aua der pBR322 DNA herausgeachnittene Vektor ( P BR322/EcoRI/- 
PvuII, 2297 Basenpaare) wird durch Gelelektrophoreae an l%iger 
niedrig schaelzender Agaroae(Biorad) in Tria-Acetat-EDTA Puffer pH 8 
void kleinen DMA-Fragment (2067 Basenpaare) abgetrennt. Nach 
Anfarben der DNA im Agaroeegel mit EtBr wird die Stelle des Gela, 
welche die DNA-Bande des pBR322/EcoRI/PvuII Vektors(- 2297 Basen- 
paare) enthalt, aus dea Gel ausgeschnitten und bei 65°C 10 min. 
verfluesigt. 2u dieaer DNA- Lb sung werden 20 Voluaina TNE hinzuge- 
fiigt, die DNA nach Mueller et al. (19) durch DE-52 Chroaatographie 
gereinigt, ait Phenol/Chlorofora extrahiert und die DNA bei -20°C 
iiber Nacht ait Alkohol ausgefiillt. Der DNA-Niederschlag wird in 
50 pi 0,01 M Tris-HCl (pH 8), 0,1 aM EDTA geloat und bis zur 
Verwendung bei -20°C aufbewahrt. 1,4 pg (« 3.2 pMol Enden) DNA 
werden erhalten. 



b) Heretellung der F.-DNA/EcoRI 



24 ng (- 1,3 pMol Enden) der cheaisch eynthetiaierten Fj— DNA (siehe 
Beispiel 8) werden mit 5 Einheiten EcoRI Reetriktionsendonucleaee 
(Biolabs) in 50 pi 100 mM Tris.HCl (pH 7.5), 50 mM NaCl und 
100 pg/al Gelatine fur 30 ain. bei 37"C verdaut. Danach werden der 
Losung 0.06 pg (- 0,14 pMol Enden) des linearieierten Vektore 
pBR322/EcoRI/PvuII (Beispiel 10a) zugesetzt. Anschliessend wird das 
Enzya durch Erhitzen auf 65°C nach 10 min inaktiviert, die Loaung 
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auf TNE eingeatellt und mit Phenol/Chloroform extrahiert. Die DNA 
vird mit Alkohol prazipitiert. Die auegef elite DNA wird unter 
Alkohol bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung gelegert. 

c) Ligierung der P BR322/EcoRI/PvuII Vektor-DNA ait der Fj- 

DKA/EcoRI und Konstruktlon de s Plaemids pML300. 

Der in Beispiel 10b) erhaltene DNA-Niederschlag. welcher die beiden 
genannten DNA-Bruchstucke enthalt. vird in 20 pi einer Loaung von 
50 mM Tris-HCl (pH 7.8), 10 mM HgCli. 10 mM DTT. 0.5 mM ATP. 
100 pg/ml Gelatine gelost und mit 25 Einheiten/pl T 4 DNA-Ligase 
(Biolaba) bei 15°C fur 3 Stunden bebandelt. Auf diese Weiae entateht 
in der Losung das rekombinierte Plasmid P ML300, welcbes die Fj-DNA 
enthalt. 

d) Transformation von E. coli HB101 m it dea Plasmid pML300 
Die fur die Transformation notwendigen mit Calcium vorbehandelten 
E . con H B101 Zellen werden. wie von Mandel et. al. (14) beechrie- 
ben, bergestellt. 

Die unter c) erhaltene Losung, welche das rekombinierte Plasmid 
pML300 enthalt, wird fur 10 min. auf 65°C erhitzt. urn die T^-DNA 
Ligase zu inaktivieren und anschliessend auf 37°C abgekuhlt. 10 pi 
dieses Reaktionsgemisches werden zu 150 pi Calcium-behandelten 
E . coli HBIOI-Zellen in 10 mM MgClz und 10 mM Tris-HCl (pH 7.5) in 
einem Gesamtvolumen von 200 pi gegeben. 

Danach wird diese Mischung fiir 30 min. in Eis gekuhlt, 2 min. auf 
42°C erwarmt und dann 50 min. in 1 ml L-Medium (vgl. Beispiel IB) 
bei 37°C stehen lessen . Darauf wird die Mischung in Aliquoten a 
0.2 ml auf 5 Agarplatten (McConkey-Agar. Difco) . welche 60 pg/ml 
Ampicillin (Serve) enthalten, ausgestrichen. Die Agarplatten werden 
hemach bei 37°C fur 16-18 Stunden gehalten. 484 Ampicillin-reai- 
stente Kolonien des transf ormierten E. coli HB 101 werden erhalten. 
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e) Screening der Kolonien, die F.-DNA enthalten 



470 transfonnierte Kolonien (Beispiel lOd) werden auf Nitrozellu- 

losefilter B85 (Schleicher und Schiill) abgedruckt. Nach Grunstein 

und Hogness (20) werden die Kolonien lysiert und ihre denaturierte 

DNA auf dem Filter fixiert. Anschliessend erfolgX eine Vorhybridi- 

eierung der Filter in 20 ml (pro Filter) 4xSET (« Losung von 30 mM 

Tris-HCl (pH 8). 150 mM NaCl. 1 mM EDTA] . 0.1 % (g/v) Ficoll 400 

(Pharmacia), 0.5 % SDS, 50 ug/ml denaturierte Ka lbs thymus- DNA fur 

4 Stunden bei 64°C. Danach werden die Nitrozellulosef ilter in 20 ml 

(pro Filter) SxSET (g/v) Ficoll 400, 0.2 % SDS und 50 ug/ml denatu- 

32 

rierter Kalbsthymus-DNA fur 16 Stunden bei 64°C mit der P-radio- 

3 4 

aktiv markierten Probe (ca. 10 -10 Cerencov com pro Filter) 
behandelt. Ala Probe wird das Oligonucleotid 46/64 komplementar 
(vgl. Beispiel 6) verwendet. 

Anschliessend werden die Filter in 2xSET., 0.2 % SDS bei Raumtempera- 
tur zweimal gewaschen, danach zweimal in 2xSet, 0.5% SDS bei 60°C 
(zuerst 30 min., dann 60 min. lang) . Dann werden die Filter zwischen 
3 MM Papier (Whatman) getrocknet und bei -80°C auf einen Rontgen- 
Film (Fuji) mit einer Verstarkerf olie (Intensifying screen, Ilford) 
fiir 1-2 Tage gelegt. 

Das erhaltene Autoradiogramm zeigt 71 positive Kolonien (Klone), die 
zur tfeiterarbeit verwendet werden konnen, eine davon erhielt die 
Bezeichnung pML300. 

Beispiel 11 : Herstellung des Plasmide pML305, welches die F^-DNA dea 
Desulf atohirudin-Gens enthalt (Fig. 2), 



a) Herstellung des linearisierten Vektors pBR322/BamHl/NruI 
5 ug pBR322 Plasraid-DNA werden mit 30 Einheiten BamHl Restriktions- 
endonuclease 30 min- bei 37°C in einer Lbsung von 100 mM NaCl, 6 mM 
Tris^HCl (pH 7.9), 6 mM MgCl 2 und 100 ug/ml Gelatine verdaut. 
Anschliessend werden der Losung 15 Einheiten PvuII Restriktionsendo- 
nuclease zugefiigt und 2 Stunden bei 37°C verdaut. 
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Das Reaktionsgemisch wird fur 10 min. auf 70°C erwarmt , um die 
Enzyme zu inaktivieren. Danach werden die beiden DNA-Fragmente dtjrch 
Gelelektrophoreae an l%iger niedrigechxnelzender Agarose in Trie- 
Acetat EDTA Puffer pH 8 voneinander getrennt. (siehe Beispiel 10a). 

Die DNA-Bande des pBR322 BamHI/PvuII Vektors (■ 2672 Basenpaare) 
wird ausgeschnitten, verflussigt und nach Mueller et al. <19) durch 
DE-52 Chromatographic gereinigt. 0,75 ug (« 1,5 pMol Enden) DNA 
werden erhalten. 

b) Herstellung der F^-DNA/BamHI 



25 ug (» 1,3 pMol Enden) der chemisch synthetisierten F 2 -DNA 
(Beispiel 8) werden mit 16 Einheiten BamHI Restriktibnsendonuclease 
(Biolabs) in 20 ul 150 mM NaCl, 6 mM Tris^HCl (pH 7-9), 6 inM MgCl* 
und 100 ug/ml Gelatine fur 30 win. bei 37°C verdaut. An9chliessend 
werden der Losung 60 ng (- 96 nMol Enden) des linearisierten Vektors 
pBR322/BamHI/PvuIl (Beispiel 11a) zugesetzt, die ganze Losung auf 
TNE eingestellt und mit Phenol/Chloroform extrahiert und die DNA mit 
2 Volumen Alkohol ausgefallt. Die ausgefallte DNA wird bis zur 
Ueiterverarbeitung unter Alkohol bei -20°C gelagert. 

c) Ligierung der pBR322/BaraHI/PvuII Vektor-DNA mit der F 2 -DNA/BamHI 

und Konstruktion des Plastnida pML305 

Der unter Beispiel lib) erhaltene DNA-Niederschlag. der die beiden 
genannten DNA-Bruchstucke enthalt, wird in 20 ul einer Losung von 
50 mM Tris*HCl (pH 7.8). 10 mM MgCl 2 , 10 mM DTT. 0.5 mM ATP, 
100 ug/ml Gelatine gelost und mit 15 Einheiten/ul DNA-Ligase 
(Biolabs) bei 15°C fiir 3 Stunden behandelt. Auf diese Welse entsteht 
in der Losung das rekombinierte Plasmid pML305, welches die F^-DNA 
enthalt . 
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d) Transformation von E. coli ) : 101 mit dero Plasraid pML305 

Die Transformation der mit Calcium behandelten £. coli HB101 Zellen 
erfolgt wie in Beispiel lOd) beschrieben. Es werden 10 pi des in 
Beispiel 12c) erhaltenen Reaktionsgetnisches verwendet . 313 Ampicil- 
lin-resistente Kolonien werden erhalten. 

e) Screening der Kolonien, die F 2 ~DNA enthalten 

65 tranaformierte Kolonien (Beiepiel lid) werden auf F 2 «-DNA gepriift. 
wie in Beispiel lOe) beschrieben. Als radioaktive Probe wird das 
Oligonucleotid 154/64 komplementar (vgl. BeiBpiel 6) verwendet. Im 
Autoradiogranna werden 2 positive Kolonien erhalten, eine davon 
erhalt die Bezeichnung pML305. 

Beispiel 12 : Charakterisierung der Klone pML300 und pML305 

Die DNAs der rekombinierten Plasmide pML300 und pML305 werden nach 

Ish-Horowitz isoliert (21). Die Nucleotidsequenzen des Fj-DNA- und 

F^-DNA-Inserts werden nach Maxam und Gilbert bestimmt (11). Zu 

dieaera Zweck werden je 10 ug Plasmid-DNA von pML300 mit EcoRI- 

Restriktionsendonuclease und 10 ug Plasmid-DNA von pML305 mit 

BamHI-Restriktionsendonuclease gespalten und die linearisierten DNAs 

durch Gelelution aus Agarosegel isoliert [vgl. Beispiel 10a)]. 

Anschliessend werden die isolierten DNAs tnit alkalischer Phosphatase 

verdaut und uber DE-52 chromatographiert (vgl. Beispiel 11a). Danach 

32 

werden die DNAs am 5'-Ende mit [y- P]ATP (spezifische Aktivitat > 
5000 Ci/mmol, Amersham) und T^-Polynucleotid-Kinase (P-L-Bio- 
chemicals) radioaktiv markiert. 

Die radioaktiv markierten DNAs werden dann mit einer zweiten 
Restriktionsendonuclease (EcoRII) gespalten. Die entstandenen 
DNA-Fragraente werden durch Gelelution aus Agarose isoliert. Im Falle 
von pML300 wird dann vom EcoRIl-EcoRI* Fragment (ca. 109 Basen- 
paare) die Nucleotldsequenz der F^-DNA, im Fall vom pML300 die der 
F 2 -DNA im EcoRII-BamHI*-Fragment (ca. 122 Basenpaare) bestimmt. 
<* gibt das DNA-Ende an, das radioaktiv markiert ist). 
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Die Nucleotidsequenzen. welche fur die F^-DNA, und F^DNA bestimmt 
werden, sind identiach wit den im Beispiel 8 dargeatellten. 

Beispiel 13 : Herstellung des Expressionsplasm lds pHL310 
a ) Ronstruktion des iinearisierten Vektors pHRil48/ EcoRl/BamHl , 
welcher den trp-Promotor-Operator enthalt (Fig. 3 und Fig. 4) 

A. Ronstruktion des Plaamids p!59 

10 ug Plasmid pBRH trp (22) werden mit 50 Einheiten EcoRI (Biolabs) 
gespalten wahrend 60 min. bei 37°C, und das Verdauungsgeraisch wird 
nach Phenolextraktion durch einen Saccharose-Dichtegradienten 
(5-23 %) in 50 mM Tris*HCl (pH 8.0). 1 mM EDTA in einem TST41 
(Kontron AG) Rotor f raktioniert . Die Zentrifugation dauert 14 Stun- 
den bei 40 000 upm und 15°C. 0,3 ml Fraktionen werden mit einem 
ISCO-Gradientkollektor bei 1 ml/min. gesatmnelt. Die Fraktionen, 
welche das kleinere Fragment enthalten, werden vereinigt, die Losung 
wird auf TNE eingestellt und mit 2 Volumen Aethanol bei -20°C 
gefallt. Die DNA wird nach Zentrifugation in einer Eppendorf- 
Zentrifuge in 100 ul 10 mM Tris^HCl pH 7,5, 0,5 mM EDTA gelost. 5 ug 
dieses DNA-Fragmentes werden mit 5 Einheiten Bglll (Biolabs) 60 min. 
bei 37°C gespalten. Das Reaktionsgemisch wird mit Phenol und 
Chloroform extrahiert und die DNA wird mit 2 Volumen Aethanol bei 
•80°C wahrend 10 min. inkubiert und die DNA durch Zentrifugation 
gesammeit und erneut in 50 ul 50 mM Tris«HCl (pH 8,0) gelbst. 2 pi 
von dieser Losung werden entnommen (0,2 ug DNA) und bei einer 
DNA-Konzentration von 10 ng/ul in 50 mM Tris*HCl (pH 8,0) mit 1 
Einheit intestinaler alkalischer Kalber-Phosphatase (Boehringer) 
wahrend 30 min. bei 37 °C inkubiert. Das Enzym wird durch Erhitzen 
der Losung wahrend 60 min. bei 65 C C inaktiviert. 0,04 ug DNA wird 
entnommen und 5'-terminal mit 10 uCi [ r - 32 P)-ATP O5000 Ci/mmol, 
Amersham) und 5 Einheiten T 4 Polynucleotid-Kinase (P-L Biocheroicals) 
in 20 ul Reaktionsvolumen in 50 mM Tris*HCl (pH 9,5), 10 mM MgCl 2t 
und 5 mM DTT. wahrend 30 min. bei 37°C inkubiert. Die radioaktive 
Probe wird mit der nicht-markierten Probe (siehe oben) gemiecht und 
die DNA-Fragmente werden durch einen 5-23 % Saccharose-Dichte- 
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gradienten in 50 inM Tris^HCl (pH 8,0), 1 mN EDTA in einem TST60 
Rotor fraktioniert . Die Zentrif ugation erfolgt wahrend 5 Stunden bei 
60 000 upm und 15°C. Es werden 0,2 ml Fraktionen geaaratnelt. Die 
Radioaktivitat jeder Fraktion wird durch Messung der Cerencov- 
Strahlung bestimmt und die Fragmente damit identif iziert . Die 
gewiinschten Fraktionen, welche daa kleine DNA-Fragment enthalten, 
werden vereinigt, die DNA mit 2 Volumina Aethanol gefallt und nach 
Zentrifugation wieder in 20 pi 10 mM Tria-HCl pH 7,5, 0,5 mM EDTA 
gelbst . 

32 

Das P-markierte EcoRI-Bglll DNA-Fragment wird mit 0,2 Einheiten 
TaqI (Biolabs) in 50 ul Volumen wahrend 10 min. bei 37°C partiell 
gespalten. Daa Reaktionsgemisch wird auf 0,2 % SDS, 10 % Glycerin, 
10 mM EDTA, 0,05 % Bromphenol-Blau eingestellt und die DNA-Fragmente 
auf einem 6 % Polyacrylamidgel in Tris-Borat-EDTA (23) aufgetrennt. 
Auf dem Autoradiogramm wird die das gewunschte EcoRI-TaqI enthalten- 
de Bande (das grosste Teilf ragment ) identif iziert • Dieses Fragment 
(L, siehe Fig. 3) wird aus dem Gel extrahiert und gereinigt (19) und 
in 10 pi 10 mM Tris«HCl pH 7,5, 1 mM EDTA gelost. 

Als Akzeptor-Plasmid wird pBR322, welches mit Clal und EcoRI 
gespalten iat, verwendet: 2 jig pBR322 werden mit 4 Einheiten Clal 
(Biolabs) in 20 pi Reakti on svo lumen wahrend 60 min. bei 37°C 
verdaut. Das Protein wird mit Phenol extrahiert und die DNA an- 
schliessend mit 2 Volumina Aethanol bei -80°C wahrend 10 min. 
gefallt. Die DNA wird durch Zentrifugation gesammelt und dann mit 10 
Einheiten EcoRI (Biolabs) wahrend 30 min. bei 37°C in 20 pi Reak- 
tionsvolumen verdaut. Anschliessend wird die Losung mit 2 Volumina 
0,1 M Tris^HCl (pH 8,7) versetzt und mit 1 Einheit alkallscher 
Kalber-Phosphatase (Boehringer) wahrend 30 min. bei 37 °C inkubiert. 
Die Phosphatase wird anschliessend durch Inkubation bei 65°C wahrend 
60 min. inaktiviert. 
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100 ng dee Akzeptor-Pla snide verden nit 5 pi Fragment L-DNA in 15 pi 
Reaktionsvolumen in 10 mM MgCl 2 , 20 mM Tris-HCl (pH 7.8), 10 mM DTT, 
0,5 tnM ATP nit 30 Einheiten pro pi Reaktionsvolumen DNA-Ligase 
(Biolabs) vahrend 2 Stunden inkubiert. 

5 pi dieser Losung verden zu einem Gemisch gegeben, das 150 ml mit 
Calciumchlorid behandelte E. coll HBlOl-Zellen (14) in 10 mM MgCl 2 , 
10 mM CaCl2 und 10 mM Trie»HCl (pH 7,5) in einein Gesamtvolunen von 
200 pi enthalt. Das Gemiach vird 20 min. in Eia gekuhlt. 1 nin. auf 
42°C erhitzt und 10 min. bei 20°C inkubiert- 1 ml Trypton-Mediun 
[Trypton-Mediura enthalt 10 g Bacto-Trypton (Difco); 1 g Hefeextrakt 
(Difco); 1 g Glucose; 8 g NaCl und 294 ng CaCl 2 «2H 2 0 in 1 1 destil- 
liertem Wasser] vird zugesetzt und daa Gemisch 30 min. bei 37°C 
unter Schiitteln bei 300 U/min. inkubiert. Die Mischung vird auf zvei 
Agarplatten (McConkey Agar, Difco; 0,6 nl/Platte), supplenentiert 
nit 50 pg/nl Anpicillin (Sigma), plattiert. Die Platten verden 12 
bis 17 Stunden bei 37°C inkubiert. 

Die Plasmid-DNA von 10 verschiedenen Kolonien vird vie folgt 
iaoliert: 

Die Kolonien verden zur Inokulierung von 10 nl Trypton-Medium, 
supplenentiert mit 50 pg/ml Anpicillin, vie oben, in elnem 25 ml 
Erlenmeyerkolben vervendet. Die Kulturen verden 15 bis 18 Stunden 
bei 37°C und 300 U/min. geschuttelt. Die Zellen verden durch Zentri- 
fugieren (Sorval, HS-4 Rotor, 10 nin. bei 4000 U/min. , 4°C) ge- 
erntet. Han erhalt etva 0,1 g Zellen, und diese verden in 1 ml 50 mM 
Tris^HCl (pH 8.0) reauapendiert . 0,25 ml Lysozynloaung [10 ng/ml in 
50 mM Tris-HCl (pH 8,0); Lysozyn vird von Signa vertrieben] verden 
zugesetzt und nach 10-minutiger Inkubation bei 0°C verden 0,15 nl 
0,5 n EDTA (pH 7,5) zugegeben. Nach veiteren 10 nin. bei 0°C verden 
60 pi 2%iges Triton X-100 (Merck) zugegeben. Nach 30 nin. bei 0 P C 
vird die Probe 30 min. bei 15*000 U/min. und 4°C in elnen Sorval 
SA-600 Rotor zentrifugiert . Der Ueberstand vird nit 1 Vol. Phenol 
(geeattigt in TNE) deproteinisiert . Die Phaeen verden durch Zentri- 
fugieren (Sorval HB-4 Rotor) vahrend 10 nin. bei 5000 U/min. und 4°C 
getrennt. Die obere Phase vird zveinal nit 1 Vol. Chloroform 
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extrahiert. Pankreatlsche RKAee A (Sigma; 10 mg/ral in TNE 10 min. 
bei 85°C vorerhitzt) wird bis zu elner Endkonzentration von 25 ug/ral 
zugegeben und das Gemisch 40 xnin. bei 37°C inkubiert. Die Lbeung 
wird dann auf 1M NaCl und 10 % Polyethylenglykol 6000 (Fluka, 
20 min. bei 120°C ira Autoklaven behandelt) eingestellt und 2 Stunden 
bei -10 Q C inkubiert. Das Prazipitat wird in einem Sorval HB-4 Rotor 
(20 min. bei 10 000 U/min. , 0°C) gesammelt und erneut in 100 ul TNE 
gelost. Die DNA-Losung wird mit 1 Vol. Phenol extrahiert und die DNA 
wird ©it 2 Vol. Aethanol 10 min. bei -80°C prazipitiert . Das Prazi- 
pitat wird durch Zentrif ugieren in einer Eppendorf-Zentrif uge 
gesammelt und die DNA erneut in 20 ul 10 mM Tris^HCl (pH 7,5) und 
0,5 mM EDTA gelbst. Aus einer 10 ml Kultur gewinnt man 8 bis 10 ug 
Plasmid-DNA. 

Die Plasmid-DNAs werden nach Verdauung mit den folgenden Restrik- 
tionsenzymen analysiert: 

Je 0,5 ug Plasmid-DNA wird mit HpaX (Biolabs) sowie mit Hpal 
(Biolabs) und EcoRI (Biolabs) mit Clal (Biolabs) nach Standard- 
Vor9chrif ten, gemass Angaben des Enzytn-Hers tellers . gespalten. Die 
DNAs werden auf einem 1 % Agarose-Gel in 40 mM Tris^Acetat (pH 7,8) 

1 mM EDTA und 0,5 ug/rol Ethidiumbromid f raktioniert . Die gewunschten 
Plasmide enthalten eine Hpal-Stelle und ergeben nach der 3-fachen 
Verdauung neben dem grossen DNA-Fragment 2 kleinere Fragmente, 
welche grosser sind als das kleine EcoRI-Clal-Fragraent von pBR322. 
Eines dieser Plasmide wird mit pi 59 bezeichnet (siehe Fig. 3). 

B. Konstruktion des Plasmids pHR1145 

2 ug pl59-DNA werden mit. 10 Einheiten EcoRI (Biolabs) wahrend 30 
min. bei 37°C verdaut. Die DNA wird mit Phenol extrahiert, mit 
Aethanol gefallt und nach Zentrifugation in 10 pi 10 mM Tris»HCl (pH 
7,5), 0,5 mM EDTA gelost. Die rait EcoRI verdaute DNA wird weiterhin 
mit 5 Einheiten DNA-Polymerase (Klenow-Fragment) (Boehringer) in 

10 mM MgCl 2 , 10 mM G-Mercaptoethanol , 50 mM NaCl, 0.1 mM dATP (P&L 
Biocheraicals) , 0,1 mM dTTP (P&L Biochemicals) wahrend 15 min. bei 
12°C behandelt. Die Polymerase wird anschliessend durch Inkubation 
bei 85°C wahrend 5 min. inaktiviert. Das Reakt ions gemisch wird in 
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20 mM Tria«HCl (pH 7,8), 10 mM MgCl 2 , 10 mM DTT. 0,5 mM ATP (Sigma) 
auf das lOfache verdiinnt und tnlt 30 Einheiten DNA-Ligase pro pi 
Reaktionsgemisch wahrend 1 Stunde bei 15°C inkubiert. 

50 ng der DMA werden in E. coli trans formiert (wie oben beschrieben) 
und auf McConkey-Agarplatten supplement iert mit 50 pg/ml Ampicillin, 
ausplattiert. 

Die Plasmid-DNAs von 10 verschiedenen Kolonien wird, vie oben 
beschrieben, isoliert. Die Plasmid-DNAs werden analysiert durch 
Verdauung ©it EcoRI . Die gewlinschten Plasmide sind EcoRl-reaistent . 
Die Analyse erfolgt wie oben beschrieben. Eines der gewiinschten 
Plasmide wird als HRil A5 bezeichnet (Fig. 3). 

C. Konstruktion des Plasmids pHRil48 

2 pg pHRil45-DNA werden mit 5 Einheiten Clal (Boehringer) wahrend 
60 min. bei 37°C behandelt. dann mittels Phenol -Ext rakt ion deprotel- 
niert. Die DNA wird mit Aethanol gefallt und dann in 20 pi 10 mM 
Tris*HCl (pH 7,5), 0,5 mM EDTA gelost. Die iiberhangenden Enden 
werden, wie oben beschrieben, mit DNA Polymerase I (Kl enow-Fragment) 
aufgefullt, mit der Aenderung, dass dATP und dTTP ersetzt werden 
durch dCTP (P&L Biochemicals) und dCTP (P&L Biochemicals) . Die 
Polymerase wird inaktiviert durch Inkubation bei 85°C wahrend 5 min. 
Das Reaktionsgemisch wird mit 2 Volumina 0,1 M Tris-HCl (pH 8,7) 
versetzt und mit 0,5 Einheiten K'alber- Phosphatase (Boehringer) 
wahrend 30 min. bei 37°C inkubiert. Das Reaktionsgemisch wird 
deproteiniert durch Phenol-Extraktion. Die DNA wird mit Aethanol 
gefallt und in 8 pi 10 mM Tris*HCl (pH 7,5), 0,5 mM EDIA gelost. 

Ein chemisch synthetisierter DNA-Linker der Formel 

5 ' -GAATTCCATGGTACCATGGAATTC- 3 ' 

wird am 5*-Ende phosphoryliert , indem 8 pMol des Linkers mit 
5 uCi (t- 32 P)-ATP (5500 Ci^mmol"" 1 Amersham) in 8 pi Reaktionsvo lu- 
men, welches 0,1 mM rATP (Sigma), 50 mM Tris»HCl (pH 9,5). 10 mM 
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HgCla. 5 mM DTT und 2 Einheiten Polynucleotid-Kinase (P&L 
Biochemicals) enthalt, wahrend 30 min. bei 37°C inkubiert werden. 
Die Reaktion wird gestoppt durch Einfrieren bei -80°C. 

Der radioaktiv markierte Linker wird anschliessend mit 1 yg Clal und 
Phosphatase behandelt und mit pHRil*5-DNA (siehe oben) in einem 
20 pi Reaktionsvolumen ligiert , welches 0 t 5 mM rATP (Sigma), 10 mM 
DTT (CalbiochemK 20 mM Tris^HCl (pH 7,8), 1 mM MgCl 2 und 800 
Einheiten T^ DNA-Ligase (Biolabs) enthalt. Die Inkubation erfolgt 
bei 15°C wahrend 2 Stunden. Die Ligase wird inaktiviert durch 
Inkubation bei 85°C wahrend 10 min. Anschliessend werden 2 Volumina 
Wasser hinzugegeben, die Kochsalz-Konzentration auf 10 mM einge- 
stellt und 20 Einheiten Kpnl (Biolabs) hinzugegeben wahrend 30 min, 
bei 37°C. Nach der Extraktion mit Phenol und Chloroform wird die 
Mischung durch ein 0,9 % niedrigschmelzendes Agarose-Gel (Biorad) in 
40 mM Tris«Acetat (pH 7,8), 1 mM EDTA und 0,5 pg/ml Ethidiumbroraid 
f raktioniert. Die durch UV-Bestrahlung sichtbare Bande, welche die 
gleiche Mobilitat wie eine Marker-DNA gleicher Grbsse aufzeigt, wird 
mit einem Skalpell herausgeschnitten. Das Gelstuck wird 5 min. bei 
65°C geschmolzen und dann auf 37°C abgekuhlt. Man erhalt ein Volumen 
von ca. 20 pi. 5 ul dieser Lbsung werden entommen und mit 400 
Einheiten T^-Ligase (Biolabs) in 10 pi Reaktionsvolumen, welches auf 
0.5 mM ATP, 10 mM DTT, 10 mM MgCl 2 » 20 mM Tris'HCl (pH 7,8) einge- 
stellt wird, wahrend 12 Stunden bei 15°C inkubiert. 1/10 Volumen 
einer Lbsung mit 100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 100 mM CaCl 2 und 100 mM 
MgCl2 werden zum Ligase-Gemisch ( solif idiziert bei 15°C) hinzuge- 
geben und bei 65°C wahrend 5 min. inkubiert. Die Lbsung wird dann 
verwendet, um mit Calcium behandelte E. coli HBlOl-Zellen, wie oben 
beschrieben, zu transf ormieren. Ee wird auf McConkey-Agarplatten, 
eupplementiert mit 50 pg/ml Ampicillin, ausplattiert . 

Die Plasmid-DNAs von 10 verschiedenen Kolonien werden isoliert, wie 
oben beschrieben. und die DNA wird der folgenden Restriktionsenzym- 
analyoe unterworfen: Je 0,5 pg Plasmid DNA wird nacheinander mit 
Kpnl (Biolabs), Ncol (Biolabs) und EcoRI (Biolabs) nach den Vor- 
schriften des Enzym-Hers tellers gespalten. Die Spaltprodukte werden 
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auf 1 X Agarose-Gelen in 40 mM Tris^Acetat (pH 7,8), 1 mM EDTA, 
0,5 ug/ml Ethidiumbroraid f raktioniert . Alle Plasmide zeigen je eine 
dieeer Enzymspaltetellen, wie gewlinscht. Eines wird ale HR1148 
bezeichnet. 

DaB Plasaid HR11A8 enthalt elnen Tryptophan-Promotor-Operator und 
eine ribosomale Bindungsstelle bis und nit ATG. Hirudin als auch 
andere heterologe Gene kbnnen direkt iiber die elnmalig im Plasmid 
vorhandenen EcoRI, Ncol, KpnI-Stellen angekoppelt werden. Des- 
veiteren ermoglicht diese Konstruktion das direkte Koppeln und 
Exprimieren von heterologen Genen, ohne dass das fur die Initiation 
der Translation notwendige ATG auf dem entsprechenden Gen vorhanden 
sein ©use. Dies kann lelcht erreicht werden durch Spaltung nit Ncol 
und Auffullen der uberhangenden Enden nit DNA-Polymerase I, wie 
beschrieben, oder durch Spalten nit Kpnl und Entfernen der uberhan- 
genden Enden durch Nukleaae S j • Das Plasmid HR1148 ist somit ein 
breit anwendbares Expressionsplasmid. 

D. Herstellung des linearisierten Vektors pHRil48/EcoRI/BamHI 

5 ug Plasmid-DNA von pHRil48 werden mit den Restriktionsendonucle- 

asen EcoRI und BamHI , verdaut. Der herausgeschnittene Vektor 

pHRil48/EcoRI/Bamh*I wird nittels Dichtegradientenzentrif ugation 

isoliert. 

b) Herstellung der F, -DNA/EcoRI/EcoRII und der F^-DNA/BamHI/EcoRII 



I. Herstellung der F. -DNA/EcoRI/EcoRII 



5 ug Plasmid DNA vora pML 300 werden zuerst mit 10 Einheiten Ecofel 

Restriktionsendonuclease in 50 ul einer Losung von 100 mM Tris«HCl 

(pH 7.5), 50 mM NaCl und 100 ug/nl Gelatine fur 1 Stunde bei 37°C 

verdaut. Ein Aliquot (0 f 5 ug) dieser linearisierten Plasmid 

DNA/EcoRI wird durch Gelelutlon aus elnem Agarosegel isoliert (vgl« 

32 

Beispiel 10a)) und mit [7- P)ATP radioaktiv markiert (vgl. Bei- 
epiel 12) „ Die Hauptmenge der Plasmid DNA/EcoRI wird dann mit dieser 
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radioaktiv markierten DNA vermis* he, mit EcoRII Restriktions- 
endonuclease verdaut und das EcoRII-EcoRI* DNA Fragment (109 
Basenpaare) durch Gelelektrophorese an 8 % Polyacrylaraid getrennt. 
200 ug der F^-DNA/EcoRI^/EcoRII werden durch Gelelution isoliert. 

II) Herstellung der F^-DNA/'BamH I /EcoRII 

5 ug Plasmid DNA vom pML 305 werden rait 10 Einheiten BamHI Restrik- 

tionsendonuclease gespalten. Ein Aliquot (0,5 >ig) dieser linear!- 

sierte Plasmid DNA/BamHI wird durch Gelelution aus einem Agarosegel 

32 

isoliert (vgl. Beispiel 10a)) und mit [y- P] radioaktiv markiert. . . 
(vgl, Beispiel 12)): Die Hauptznenge der Plasmid DNA/BamHI wird dann 
mit dieser radioaktiv markierten DNA vermischt, mit EcoRII Restrik- 
tionsendonuclease verdaut und das EcoRII-BaroHI* DNA Fragment 
(122 Basenpaare) durch Gelelektrophorese an 8 % Polyacrylaraid 
getrennt. 250 ug der F^DNA/BaraHPVEcoRII werden isoliert. 

c) Ligation der P^-DNA mit der F^-DNA und Konstruktion des Expres- 
sions-Plasmids pML310 



10 ng (- 473 nMol Enden) Pj-DNA/EcoRI/EcoRII und 9 ng (- 495 nMol 
Enden) F^-DNA/BamHI/EcoRII werden in einem Volumen von 20 ul mit 
T^-DNA Ligase, wie bereits unter Beispiel 10c) beschrleben, be- 
handelt. Anschliessend wird die Mischung mit Phenol/Chloroform 
extrahiert und die DNA mit Alkohol prazipitiert . Der DNA-Nieder- 
schlag wird dann wie in Beispiel 10c) beschrleben gelost und ait 
EcoRI- und BamHI-Restriktionsendonuclease verdaut. Die Losung wird 
dann auf TNE eingestellt und 30 ng (= 50 nMol Enden) der Vektor-DNA 
pHR148/EcoRI/BaraHI (vgl. Beispiel 13aD) zugegeben. Anschliessend 
wird die Losung abermals mit Phenol/Chloroform extrahiert und die 
DNA mit Alkohol ausgefallt. Die prazipitierte DNA-Mischung wird, wie 
in Beispiel 10c) angegeben, mit T^-DNA Ligase (Biolabs) behandelt, 
Auf diese Weise entsteht in der Losung ein rekorabiniertes Plasmid t 
welches die F.-F^-DNA (Desulf atohirudin-Gen) als Insert enthalt. 
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d) Transformation von E. coll HBI01 rait dera Plasid pML 310 

Die Transformation der mit Calcium behandelten E. coli HB101 Zellen 
erfolgt wie in Beispiel lOd) beschrieben. Ee werden 10yl des in 
Beispiel 13c) erhaitenen Reaktionagemischea verwendet. 420 Ampi- 
cillin resistente Kolonien werden erhalten. 

e) Screening derKolonien, die F^-F^-DNA enthalten 

18 transformierte Kolonien (Beispiel 13d) werden auf ihren Fj-Fg- 
DKA-Gehalt geprilft, vie in Beispiel lOe) beschrieben. Als radio- 
aktive Probe wird eine Mischung der in den Beispielen 5 und 6 
beachriebenen Oligodeoxynucleotide verwendet. Itd Autoradiogramm 
werden 12 positive Kolonien erhalten, fiinf davon erhalten die 
Bezeichnung pHL310 t pML311, pML312, pML313 f pML314. 

Beispiel 14: Charakterisierung des Klons pML310 

Die Charakterisierung der Fj-F 2 -DNA-Sequenz in dem rekombinierten 
Piasmid pML310 erfolgt durch Sequenzierung der F^-F^^DNA nach Maxam 
und Gilbert (11), wie in Beispiel 12 beschrieben. 10 ]xg Piasmid -DNA 
verden gepruft. Die Nucleotidsequenz der F^-^-DNA iat mit der fur 
das aynthetische Desulf atohirudin-Gen beschriebenen identisch. 

Beispiel 15; Herstellung des Expressionsplasmids pKL 315 

a. Ligation der F^-DNA mit der F 2 -DNA und Konstruktion des 
Expressionsplasmids pKL315 



24 yg («■ 1,3 pKol Enden) bzw. 26 pig (» 1,3 pHol Enden) des chemisch 
synthetisierten Fj- bzw. F^-DNA (siehe Beispiel 8 und Schema I) 
werden in einem Yolumen von 20 pi mit 5 Einheiten EcoRIl Restrik- 
tionsendonuclease (Biolabs) in 50 mM Tris-HCl (pH 8), 5 mM MgCl 2 . 
50 mM NaCl, 1 mM DTT, 100 pg/ml Gelatine fur 30 min. bei 37°C 
verdaut. Anschliessend wird die Mischung mit Phenol/Chloroform 
extrahiert und die DNA mit Alkohol prazipitiert . Der DNA-Nieder- 
echlag wird dann wie in Beispiel 10c) beschrieben gelbst und mit 
T A -DNA-Ligase drei Stunden bei 15°C behandelt. Danach wir die 
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Mischung mit Phenol/Thlorof orm extrahiert und vie in Selspiel 10b) 
beschrieben gefallt. Der DNA-Niederschlag wird anschliessend gelost 
(vgl. Beispiel 10c) und mit EcoRI- und BamHI-Restriktionsendo- 
nuclease fur 30 min. bei 37 °C verdaut. Danach werden der Lbsung 70 
ng (« 0.1 pMol Enden) des linearisierten Vektore pHRil48/EcoRI/BamHI 
(Beispiel 13aD) rugesetzt, die ganze Lbsung auf TNE eingestellt und 
mit Phenol/Chloroform extrahiert und die DNA mit 2 Volumen Alkohol 
ausgefallt . 

Der erhaltene DNA Niederschlag , der die beiden DNA Bruchstiicke 
(F 1 -F 2 -DNA^coRIXBamHI und pHRiU8/TcoRI/BamHI) enthalt, wird in 
20 ul einer Losung von 50 mM Tris-HCl (pH 7.8), 10 mM MgCl 2 , 10 mM 
DTT, 0,5 mM ATP, 100 ug/ml Gelatine gelost und mit 15 Einheiten/ul 
T 4 -DNA Ligase (Biolabs) bei 15°C fur 3 Stunden behandelt. Auf dieae 
Weise entsteht in der Lbsung das rekombinierte Plasmid pML315, 
welches die T^-Fg-DWA (« Deeulf atohirudin-Gen) enthalt. 

b) Transformation von E. coli HB101 mit dem Plasmid pML315 

10 ul des das Plasmid pML315 enthaltenden Gemisches (Beispiel 15a) 
werden fiir die Transformation der Calcium-behandelten E. coli HB101 
Zellen verwendet. Ca. 236 Ampicillin-resistente Kolonien werden 
erhalten. 

c) Screening der Kolonien, die F.-F^-DNA enthalten 



Transformierte Kolonien (Beispiel 15b) werden auf das Vorhandensein 
von Fj-Fg-DNA gepriift, wie in Beispiel 13e) angegeben. 

Es werden fiinf positive Kolonien erhalten, welche die Bezeichnung 
pML315 - pML319 erhalten. 
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Beispiel 16: Herstellung dee Expressionsplasmids pML320 
a. Ligation der aynthetischen F^F^DNA rait der Vektor-DNA 
pHRi 1 48/EcoRl/BaraHI 



20 ug des total synthetisch hergestellten Desulf atohirudin-Gena 
( F -F 2 -DNA t vgl. Beispiel 9) werden in 20 ul einer Losung von 50 pi 
100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM NaCl und 100 ug/ml Gelatine mit dem 
Restriktionsenzym EcoRI ond anschliessend rait BaraHI verdaut. Die 
Losung wird auf TNE eingestellt, woraufhin 30 ug (• 50 nMol Enden) 
der Vektor-DNA pHRil48/EcoRI/BamHI (vgl. Beiepiel 13aD) zugegeben 
wird. Die Losung wird mit Phenol/Chlorof orm extrahiert und die DNA 
mit Alkohol ausgefallt. Der DNA-Niederschlag wird, wie in Beispiel 
10c) angegeben, mit T^DNA-Ligase (Biolabs) behandelt. Auf diese 
Weise entsteht in der Losung ein rekorabiniertea Plasmid (pML320) , 
welches die Fj-F^DNA (Hirudin-Gen) ale Insert enthalt. 

b. Transformation von £. coli HB101 mit dem Plasmid pML320 

Die Transformation der mit Calcium behandelten E. coli HB101 Zellen 
erfolgt wie in Beispiel lOd) beschrieben. Es werden lOul des in 
Beispiel 16a) erhaltenen Reaktionagemisches verwendet. 173 Ampicil- 
lin resistente Kolonien werden erhalten. 

c. Screening der Kolonien, die Fj-Fj-DNA enthalten 

11 transformierte Kolonien (Beiepiel 16b) werden, wie in Beispiel 
lOe) beschrieben, auf ihren F^F^DNA-Gehalt gepruft. Als radio- 
aktive Probe wird eine Mischung der in den Beispielen 5 und 6 
beschriebenen Oligodesoxynucleotide verwendet. Ira Autoradiogramm 
werden 14 positive Kolonien erhalten. Fiinf davon erhalten die 
Bezeichnung pML320, pML321, pML322 , pML323 und pML324. 
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Beisplel 17: Charakterialerung d^: Klone pML315 und pML320 
Die Charakterisierung der Fj-F 2 -Sequenzen in den Plasmiden pML315 
und pML320 erfolgt durch Sequenzierung der Fj-F^ONA nach Maxam und 
Gilbert (11), wie in Beispiel 12 beschrieben. Die Nuclotidsequenzen 
der DNA-Inserts beider Plasraide sind mit derjenigen des synthe- 
tiachen Hirudin-Gens identisch. 

■< 

Beispiel 18 : Syntheae von Polypeptiden mit Hirudin-Aktivitat 
durch E. coli -Zellen, die Plastnide mit 
rekombinierten Hirudin-Genen enthalten 



a, Synthese von Polypeptiden mit Hirudin-Aktivitat 

Jeder der 15 Klone, die das rekombinierte Desulf atohirudin-Gen 

enthalten, namlich 

E. coli HB101 pML 310. E. coli HB101 pML 311, E. coli HB101 pML 312, 
E, coli HB101 pML 313, E. coli HB101 pKL 314, E. coli HB101 pKL 315*. 
E. coli HB101 pML 316, E. coli HB101 pKL 317, E. coli HB101 pML 318, 
E. coli HB101 pML 319, E. coli HB101 pML 320, E. coli HB101 pML 321, 
E. coli HB101 pML 322, E. coli HB101 pML 323, E. coli HB101 pML 324 

wird auf die Bildung von Hirudin-Aktivitat getestet, 

Zu diesem Zveck werden die oben genannten Klone in 5^ml L-Medium 
iiber Nacht (16 Stunden) bei 37 °C und 250 upm kultiviert. L-Medium 
i8t wie folgt zusannnengesetzt: 
Bacto Tryptone 10 g 

Bacto Hefe-Extrakt 5 g 

NaCl 5 g 

Glucose 5 g 

Ampicillin 0,1 g 
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1 ml dieser Uebemachtkultur wird am nachsten Tag in 25 ml H9-Medium 
Ubertragen. M9-Mediura 1st wie folgt zusammengesetzt : 



Zb wird bei 37°C und 250 upm solange kultiviert, bis die Bakterien- 
suspension eine optische Dichte (° D 6 23^ von ca# O* 9 '" 1 * 0 erreicht 
hat. Anschliesaend erntet man die Zellen (5 ml der wachsenden 
Kultur) und resuspendiert die Bakterien in 0,5 ml einer Losung von 
50 mH Tris'HCl (pH 8) und 30 mM NaCl. Danach wird die Suspension auf 
1 mg/ml Lysozym (Boehringer) eingestellt und 30 min. in Eis ge- 
atellt* Durch abwechselndes Einfrieren der Suspension in fltissigem 
Stickstoff und Auftauen bei 37°C werden die Bakterien zerstort. 
Dieser Vorgang wird 5 mal wiederholt, anschliessend wird die 
Wischung 30 min. bei 16000 upm bei 4°C zentrif ugiert . Die Ueber 
stande werden auf Desulf atohirudin-Gehalt untersucht, indem man mit 
Antikorpern (vgl. Beispiel 18) versetzt. die Ueberstande im HPLC 
priift oder die Hemmung von Thrombin (15) mis8t. 



Ka 2 HPO A *7H 2 0 
KH 2 P0 4 
NaCl 
NH^Cl 

CaCl 2 «2H 2 0 
MgS0 4 *7H 2 0 
Casaminosauren 
Vitamin Bj 
Glucose 



13,25 g 
3.0 g 
0 t 5 g 
1,0 g 
0.015 g 
0.25 g 
2.5 g 



0,0099 g 



Ampicillin 



5.0 g 
0,1 g 
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Folgende Resultate werden erhalten: 

Bakterienextrakt Desulf atohirudin-Bildung 



E. 


coli 


HB101 


pML 


310 




+ 


E. 


coli 


HB101 


pML 


311 




4 


E. 


coli 


HB101 


pML 


312 




+ 


E. 


coli 


HB101 


pML 


313 






E. 


coli HB101 


pML 


31 A 






E. 


coli 


HB101 


pML 


315 




+ 


E. 


coli 


HB101 


pML 


316 






E. 


coli 


HB101 


pML 


317 




+ 


E. 


coli 


HB101 


pML 


318 




+ 


E. 


coli 


HB101 


pML 


319 




+ 


E. 


coli 


HB101 


pML 


320 




+ 


E. 


coli 


HB101 


pML 


321 




4 


E» 


coli 


HB101 


pML 


322 




+ 


E. 


coli 


HB101 


pML 


323 _ 




+ 


E. 


coli 


HB101 


pML 


324 




4 


E. 


coli 


HB101 


pHRi 148 


(Kontrolle) 




E. 


coli 


HB101 


PBR322 


(Kontrolle) 




E. 


coli 


HB101 






(Kontrolle) 





Beispiel 19 : Nachweis der Hirudin-Aktivitat 

Ca. 5-10 yl einer Probe, welche Polypeptide rait Hirudin-Aktivitat 

2 

enthalt (vgl. Beispiel 18), werden auf 1 cm Nitrocellulosepapier 
(NZ) (BIORAD) aufgetropft und 30 min. bei Raumtemperatur getrocknet. 
Danach wird das NZ fur 1 Stunde bei 37°C in einer Losung von 3 % 
Serumalbumin in 0.01 M Tris-HCl (pH 8) und 0,9 % NaCl inkubiert. 

AnschliesBend wird das NZ in einer Losung von 0,01 M Tris»HCl (pK 8) 
und 0,9 % NaCl fiir 30 min. gewaschen. Dabei wird die Losung 5 mal 
gewecheelt. Danach wird das gewaschene NZ fiir 2 Stunden bei 25°C in 
einer Losung von 3 % Serumalbumin in 0,01 M Tris»HCl (pH 8) und 
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0,9 % NaCl, die 2 ug/ml Antikbrper (aus Kaninchen hergestellte, oder 
monoklonale Antikbrper) gegen Hirudin enthalt, behandelt. Oanach 
vird das NZ, wie oben beschrieben gevaschen. 

Anschliessend wird das NZ fiir 2-3 Stunden bei 25°C mit einer Lbsung 
von 3 % Serumalbuain in 0,01 M Tris-HCl (pH 8) und 0,9 % NaCl, die 
0,2 uCi/ml A "l-Protein A (sp. Aktivitat 89.8 uCi/mg) (NEN) enthalt, 
behandelt. Danach vird aberraale das NZ, vie oben beschrieben, 
gevaechen, getrocknet und in einem r-Zahler (Multi Gramma. 1260 
gamma counter, LKB, Wallace) die gebundene Radioaktivitat bestimrat, 
velche ein Haas fur das auf dem NZ vorhandene Poly pep t id mit 
Hirudin-Aktivitat ist. 

In einem alternativen Verfahren vird obige Probe einer SDS-Poly- 
acrylamidgel-Elektrophorese (PAGE) untervorfen [vgl. (24)1. Das 
PAGE-Elektropherogramm vird durch Elektro-Blotting auf NZ uber- 
tragen. Danach vird die NZ vie oben beschrieben behandelt undVoder 
iiber Nacht zusammen mit einem Rbntgenfllm (Fuji) autoradiographies . 
Stellen auf dem NZ, welche Polypeptide mit Hirudin-Aktivitat 
enthalten, erscheinen auf dem Film als schvarze Flecken. 

Beispiel 20; Isolierung und Reinigung von Desulfatohirudin mit 
Hilfe einer Thrombin-Saule 
a. Herstellung der Polypeptidlbsung fllr die Thrombin- Saule. 
150 ml Kulturbruhe (erhalten gemass Beispiel 18) verden auf 4°C 
abgekiihlt und die Zellen durch Zentrif ugation (5000 upm, 15 min., 
Sorvall RC 3B) abgetrennt* Der klare Ueberstand enthalt keine 
Hirudin-Aktivitat • 

Anschliessend verden die Zellen in 12 ml Lyse Puffer (50 mM Tris»HCl 
pH 8, 30 mM NaCl) suspendiert. Dieser Hischung verden 15 mg Lysozym 
(Boehringer) zugesetzt und diese dann 30 min. bei 4°C aufbevahrt. 
Anschliessend verden die Zellen durch 4 maliges Elnfrieren in 
flii88igem Stickstoff und anschliesaendem Auftauen bei 37 °C zerstort. 
Danach vird 30 min. bei 16000 upm 4°C zentrif ugiert . Der Ueber stand 
enthalt die Hirudin-Aktivitat. In dem Ueberstand (15 ml) verden dann 
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7,7 g fee tea Ammoniumsulfat aufg*^6st. Die triibe Mischung wird bei 
4°C fiir 30 min. stehengelassen und dann zentrif ugiert (s. oben). Das 
nasse Sediment wird in 1 ml 0,05 mM Tris*HCl pH 8 Puffer gelost und 
man erhalt die gewiinschte Polypeptidlosung. 

b # Reinigung von Hirudin auf einer Throtnbin-Saule . 

Die Thrombin-Saule (Bettvolumen 4 ml) ist mit 0,05 M Tris-HCl pH 8 
aquilibriert. 5 ml-Portionen der oben erhaltenen Polypeptid-Losung 
werden bei 4°C auf die Saule mit einer Fliessgeschwindigkeit von 
7 ml/Stunde aufgetragen. Gewaschen wird dann mit 25 ml 0,05 M 
Tris'HCl (pH 8). Die ersten Fraktionen enthalten die nicht adsor- 
bierten Polypeptide, welche verworfen werden. Anschlieseend wird die 
Saule mit 10 mil, 5 M Benzamidin (Merck) [vgl. (25)] in 0,05 M 
Tris«HCl (pH 8) gewaschen und die erhaltenen Fraktionen auf Hirudin- 
Aktivitat mit dem Thromb in-Test (15) gepriift. Die Fraktionen, welche 
die Polypeptide enthalten, werden durch Messung der OD 2 g 0nm 
bestimmt. Fraktionen 25 und 26 enthalten die Hirudin-Aktivitat ; sie 
werden bei -20°C aufbewahrt oder bis zur Weiterverarbeitung ira 
Eisbad. Die Hirudin-Aktivitat betragt in Fraktion 25 20 ug/ml und in 
Fraktion 26 52 jig/ml. Danach werden die Fraktionen dialysiert oder 
iiber Sephadex-G25 (Pharmacia) entsalzt. 

SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (24) des Produktes ergibt ein 
Molekulargewicht von ca. 7000-8000 Dalton und ganzzahlige Vielfache 
davon (Oligomere)* 

c. Herstellung der Thrombin-Saule 

Affi-Gel 10 (Bio Rad) wird nach Angaben des Herstellers mit kaltem 
destilliertem Wasser und Kupplungspuf f er pH 8,5 (0.1 M NaHC0 3 / 
Na 2 C0 3 -Losung) gewaschen. Eine 50 %ige Suspension der Gels in 
Kupplungspuf far (A ml) wird in ein Plastikrohr ubertragen, rait der 
gleichen Menge Thrombinlbsung (120 mg in 4 ml Kupplungspuf fer) 
(Calbiochem) vermischt und uber Nacht bei 4°C rotiert. Danach wird 
das Gel mit Kupplungspuf fer gewaschen. Zur Blockierung der noch 
freien aktiven Stellen wird das Gel mit 0,1 ml 1 M Aethanolamin-HCl 
(pH 8.0) pro Gel wahrend 3 Stunden bei 4°C behandelt dann mit 
phosphatgepufferter Salzlosung. enthaltend 10 mM Natriumazid pro ml 



80 - 



0168342 



Gel gewaachen und darin bei 4°C gehalten. Der Kupplungsgrad wird 
durch Hessung der Extinktion bei 280 nm bestimmt und betragt 15 bia 
30 mg Hirudin pro ml Gel. 

A ml des entstandenen Throrabin-Gels warden verwendet. urn die Affini- 
tataaaule herzustellen. 

Beiepiel 21: Transformation verachiedener E. coli-Stamrae mit dem 
Plasmid pML310 und Kultivierung der transf onnierten 
yirt82ellen 

In analoger Weise, wie in Beiapiel 10d) beschrieben, werden die 
Stamme E. coli JA221 , E. coli LM1035 und E. coli W3110A102 mit dem 
Plaemid pML310 transf onniert. Transf ormierte Kolonien werden auf das 
Vorhandensein von Fj-Fj-DNA gepruft. wie in Beispiel lOe) beschrie- 
ben, Es werden 5, 3 bzw, 5 positive Kolonien erhalten, die die 
folgenden Bezeichnungen erhalten: 
E« coli JA221/pML310/l 
E. coli JA221/pML310/2 
E> coli JA221/pML310/3 
£■ coli JA221/pML310/4 
E» coli JA221/pML310/5 
E- coli LM 1035/pKL310/l 
E. coli LM 1035/pML310/2 
E. coli LM 1035/pML310/3 
E. coli W3110A102/pML310/l 
E. coli W3110A102/pML310/2 
E. coli W3110A102/pML310/3 
E. coli W3110A102/pML310/4 
E« coli W3110M02/pML310/5 

Die genannten Klone werden in einem modif i2ierten M9-Medium 
kultiviert, welches die folgende Zusammensetzung aufweiat: 
Na 2 H?0 <4 .7H 2 0 9 f0 g 

KH 2 P0<4 3i0 g 



KaCl 



0.5 
3.5 



Nh\Cl 



g 



81 - 



0168342 



CaCl 2 t2H 2 0 
MgSOt,*7H 2 0 
Casatninoseuren 



MOPS (3-Morpholinopropan-l- 
sulf onaaure) 



Hefeextrakt 



Vitamin Bi 



Eisen-III-citrat 



0.015 g 

0,25 g 

7.0 g 

5.0 g 

0,0099 g 

0,006 g 

34,0 g 



Ampicillin 



Glucose 



20,0 
0,1 



g 



g 



Es wird bei 37°C und 180 upm eolange kultiviert, bis die Bakterien- 
suspenaion eine optische Dichte (ODezi) von ca. 1 erreicht hat* 
Anschliessend emtet man die Zellen (5 ml der wachsenden Kultur) und 
resuependiert die Bakterien in 0,5 ml einer Lbsung von 50 mM 
Tris^HCl (pH 8) und 30 mM NaCl. Danach wird die Suspension auf 
1 mg/ml Lyeozym (Boehringer) eingestellt und 30 min. in Eis ge- 
stellt. Durch abvechselndes Einfrieren der Suspension in flussigem 
Stickstoff und Auftauen bei 37 °C werden die Bakterien zerstort. 
Dieser Vorgang wird 5 mal wiederholt. Anschliessend wird die 
Mischung 30 min. bei 16000 upm bei 4°C zentrifugiert . 

Alle Klone werden auf die Bildung von Polypeptiden mit 
Hirudin-Aktivitat untersucht, in dem die Heinmung von Thrombin (15) 
gemessen wird. In alien Bakterienextrakten wird Hirudin-Aktivitat 
(300-600 ng/ml Kulturlbsung) f estgestellt, Beispielsweise werden 
folgende Hirudin-Aktivitaten bestimmt: 
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Steam Hirudin-Aktivitat 

(ug/1 Kulturlosung) 

E. coli LMl035/pML310/l 300 
£. coli JA 221/pML310/l 500 
E. coli W3110A102/pML310/l 600 

Beispiel 22; Fermentation des transf ormierten Stamroes B. coli 

V3110A102/pML310/l im 5000 1 Fermenter und Aufarbei- 
tung der Kulturbruhe 
In analoger Weise, wie in Beispiel 21 beschrieben. werden in einem 
5000 1 Fermenter E. coli V3110A102/pHL310/l-Zellen in 3000 1 
modifiziertem M9-Medium kultiviert, bis die Suspension eine optische 
Dichte (0D 6 23> von ca. 10-13 erreicht hat. 

Die Kulturbruhe (pH 7.4) wird auf 10°C abgekuhlt, und die 2ellen 
werden init einer Alfa-Laval BRPX-207 Entschlammvorrichtung be- 
handelt. Der klare Ueberstand enthalt keine Hirudin-Aktivitat und 
wird verworfen. Wahrend der Entschlammung wird der Schlammraum 
fortwahrend mit Lysepuffer A (50 mM Tris^HCl, 30 mM NaCl, einge- 
stellt mit HC1 auf pH 8,0) teilentschlammt und am Schluss der Inhalt 
der Zentrifugenschale (7 1) unter voller Entschlammung mit Lyse- 
puffer A ausgestossen. Die erhaltene Zellmasse wird mit Puffer A auf 
375 1 eingestellt und besitzt einen pH-Wert von 7,6. Nach dem Kuhlen 
auf 5-10°C wird die Suspension durch eine Dyno-Muhle (Typ KD5) 
geleitet, welche mit 4,2 1 Glasperlen mit einem Durchmesser von 
0,5-0,75 mm ausgerustet ist. Dabei werden die Zellen zerstort. Die 
so erhaltene Suspension wird mit Essigsaure auf einen Essigsaure- 
gehalt um 2 % (v/v) eingestellt und uber Nacht bei 10°C geriihrt. Die 
Suspension mit einem pH von 3,9 wird mit der oben beschriebenen 
Technik entschlammt. Der klare Ueberstand von 300 1 wird in einem 
Fallfilmverdampfer (Stundenleistung 60 1 Wasser) auf 35 1 aufkon- 
zentriert. Das leicht trube Konzentrat wird zentrif ugiert und der so 
erhaltene klare Ueberstand auf einer Ultraf iltrationsanlage 
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DDS - Lab 35, welche mit GR 81 HP Membrane beetuckt 1st (Flache 
2,5 id 2 ), gegen 2 % Essigsaure oder 0-02 M Tris-HCl pH 7.5 Puffer 
diafiltriert . Das Endvolumen betragt 31 1. 

Ein aliquoter Teil von 2 1 dieser klaren Proteinlosung wird auf eine 
Sephadex G-50 F-Saule (KS 370 Pharmacia) mit einem Bettvolumen von 
96 1 aufgetragen, wobei die Saule mit 2 % Essigsaure aquilibriert 
1st. Die in 15 1 Eluat enthaltene Hauptf raktion wird mittels 
Ultrafiltration eingeengt und anachliessend gegen Wasser diafil- 
triert. Die so erhaltene klare wassrige Lbsung wird lyophilisiert . 
Die Aufarbeitung kann, wie in den folgenden Beispielen beachrieben, 
durchgefuhrt werden. 

Beispiel 23; Kultivierung des Staimnes E. coli W3110A102/pML310/l im 
Lab oraassstab 

Der Starnm E. coli V31 10A102/pML310/l wird bei 37°C und 200 upo 
24 Stunden in Schuttelkolben inkubiert. Das Medium weist folgende 
Zusannnensetzung auf (g/1): 



Na 2 HP0w7H 2 O 


9,0 g 


KH 2 P0«, 


3,0 


NaCl 


0,5 


CaClz 


0,015 


MgSO^HaO 


0.25 


Eisen(III)-citrat 


0,006 


MOPS 


40 


Nh\Cl 


3,5 


Cas amino Sauren 


7,0 


Hefeextrakt 


5,0 


Cerelose (Glucose) 


20 


Ampicillin 


0.1 



Das Medium hat einen pH-Wert von 6,54. Wahrend der Kultivierung wird 
eine optische Dichhte (0D, Q5 ) von 14,9 erreicht. 
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Die Zellen (50 ml der wacheenden Kultur) werden geerntet und in 5 ml 
einer Losung von 50 mM Trie • HC1 (pH 8.0) und 30 mM NaCl resuspen- 
diert. Danach wird die Suspension mit 5 g gekuhlten Glasperlen 
(Durchmesser 0,5 mm), oder durch Zugabe von Lysozym (Boehringer), 
Endkonzentration 1 mg/ral, vahrend 30 bis 45 Minuten in Intervallen 
auf einem Hulti-Tube Vortexer bei hoher Intensitat geschuttelt. Zu 
0,5 nl der Hischung werden 0,5 ml 2 % Essigsaure zugegeben und die 
Mischung wird 20 min bei 4°C und 12 '000 upm 2entrif ugiert . Die 
uberetehende Losung wird auf Hirudin-Aktivitat (Hemmung von 
Thrombin) gepruft. Der Thrombin-Heramtest wird wie folgt durchge- 
fiihrt: 

Der Test beruht auf der Bestinmiung der enzymatischen Abspaltung von 
p-Nitroanilin aus dem Substrat ChromozyiD TH (Tosyl-glycyl-prolyl- 
arginin-4-nitroanilid-acetat) . Das gebildete p-Nitroanilin wird 
kolorimetrisch bei 405 nm gemessen (Micro-Elisa Auto Reader von 
Dynatech, Kloten) . Der Test wird in Mikrotiterplatten mit flachem 
Boden (Costar. Serocluster, JSatalog Nr. 3590) durchgefiihrt. Die 
Reaktionszeit betragt 2 h bei 37°C im Brutschrank. Fur den Test 
werden 20 pi der zu bestimmten Losung mit 30 pi Fullpuffer (0,2 M 
Tris-HCl pH 7,5, 1 M NaCl, 100 pg/ml Rinderserumalbumin) verdiinnt 
und mit 20 ul Enzym-Losung 1 10 mg lyophilisiertes Thrombin aus 
Humanplasma (Boehringer) in 1 ml bidestilliertem Wasser gelbst und 
ca. 1:400 mit obigem Fullpuffer verdiinnt] und mit 150 ul Substrat- 
Losung [20 ng Chromozym TH (Boehringer) in 4 ml bidestilliertem 
Wasser gelost und 1:15 mit obigem Fullpuffer verdiinnt] versetzt. 
Alle Losungen werden gegen eine Blank-Lbsung, bestehend aus 70 pi 
FUllpuffer (s.o.) und 150 ul Substrat-Losung und gegen eine Enzym- 
Kontrollosung , bestehend aus 50 pi Fullpuffer, 20 pi Enzym-Losung 
und 150 pi Substrat-Losung gemessen. Der OD 4Q5 nm ~ Wert <*er Enzym- 
Kontrollosung nach 2 h bei 37°C ergibt 100 % Aktivitat und eollte 
ca. 0,8 ± 0,2 betragen. Die Throrobin-Hemraung (in %) der Proben 
errechnet sich nach der Formel 
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100 x OT 405nm der ?robe 
%-Thrombin-Hemmung • 100 - — — ^— ___ _______ 

OD 405nm ^ er Enzym-Kqntrollosung 

Die uberetehende Lbsung weist eine Thrombin-Hemraung von 49,7 %/20 ul 
auf . 

Beispiel 24: Reinlgungsverf ahren zuv Anreicherung von Hirudin- 

Verblndungen aus Kulturbrlihen 
In analoger Weise wie in Beispiel 22 beschrieben, wird der Stamm 
E. coli W3110M02/pML310/l in Fermenter kultiviert. Dann werden die 
Zellen auf geechlosaen , abzentrif ugiert und der aufkonzentrierte 
Ueberstand nach Easigsaurebehandlung ultraf iltriert oder dialysiert- 
Solcherart gevonnene Losungen kdnnen beispielsweise mittels Ionen- 
austauechchromatographie gereinigt werden. 

a) Anionenaustauschchromatographie Uber eine MONO Q Saule 

(Pharmacia) 2ur Gewinnung von Thrombin hemmenden Fraktionen) 
8,5 ml Proteinlbsung (20 mM Trie • HCl pH 7,5/150 inM NaCl) verden 
auf die Mono Q Saule mittels eines Chromatographiesystems der 
Fa. Pharmacia ("fast protein liquid chromatography" FPLC) aufge- 
tragen und bei folgenden Bedingungen eluiert. ^ 

Experimentelle Bedingungen: Saule: Mono Q, 4,6mm x 150 mm. 
Puffer A: 20 mM Trie • HCl pH 7,5; Puffer B: 20 mM Tris • HC1/1 M 
NaCl. Linearer Salzgradient: A: wahrend 9 ml mit 15 % Puffer B 
eluieren, wahrend 10,7 ml auf 70 % Puffer B ateigern. AUFS 1.0 bei 
280 nm, 1 ml Fraktionen. 

Im Ausscbluasvolumen (Fraktionen 1-10) wird ein groaser Protein- 
gipfel von den nachfolgend eluierenden Hirudin-Verbindungen abge- 
trennt. Die Fraktionen 17-23 zeigen im Thrombin-Test eine Thrombin- 
Hemmung zwischen 20 und 100 1, wobei die Hauptf raktion (Fraktionen 
20 und 21) mit 92 % Hemmung, bei elner Konzentration von ca. 500 mM 
NaCl eluiert. 
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b) Anionenaustauschchromatographie an einer DEAE Cellulose-Saule zur 

Anreicherung von Hirudin Verbindungen. 
10 ml eines Dialyeata wird der Anionenausteuschchromatographie an 
DE 53 (Fa. Whatman) bei pH 7,5 unterworfen ( Chroma to graph iebe- 
dingungen: Saule 1 x 5 cm (10 ml). Elutionspuf f er A: 20 tnM Ammonium- 
acetat, 100 mM NaCl. pH 7,5. Elutionspuf f er B: 20 mM Amrooniumacetat 
1 M NaCl. pH 4,0. Linearer Salzgradient je 4 Saulenvolumen Puffer A, 
reap. B) . Hirudin-Verbindungen eluieren ab 0,4 M NaCl. Per Nachweis 
gelingt mit dem Throrabin-Hemmtest . 

c) Entsalzung an P-6 DG "Desalting Gel" ( Fa. Bio-Rad) 
110 ml Dialysat (20 mM Tris • HCl, pH 7,5, konzentrierte Protein- 
losung aus 2,6 1 Ueberstand) wurden in analoger Weise wie in 
Beispiel 24b beschrieben an DE 53 getrennt. Hirudin-Verbindungen 
eluieren zwiachen Fraktionen 46 und 52 (150 ml), getrennt von 
verschiedenen, rascher eluierenden nicht-aktiven Proteingipfel, und 
werden am Rotationsverdampfer auf ca. 12 ml konzentriert . Die so 
erhaltene, klare Proteinldsung wird auf eine Biogel P-6 DG Saule 
aufgetragen und wasserig eluiert. 

Experimentelle Bedingungen: Saule 2.5 x 9 cm, stationare Phase 45 ml 
Biogel P-6 DG Desalting Gel. Durchf luesgeschwindigkeit 1,15 ml/min, 
4,6 ml Fraktionen. Der Salzgehalt kann durch Leitfahigkeitmessung 
oder Testierung mittels Silbernitrat (AgCl-Fallung) iiberpruft 
werden. Die Hauptaktivitat eluiert zwiachen den Fraktionen 7 bia 
10, wobei der Nachweis mittels dem Thrombin Hemmteat gelingt. Die 
Fraktionen 8-10 (13,5 ml) werden vereinigt, am Rotationsverdampfer - 
auf 1 ml aufkonzentriert und die klare Losung auf eine Sephadex G 50 
fine-Saule (Pharmacia) mit einem Bettvolumen von 160 ml aufgetragen, 
wobei die Saule mit 1 % Essigsaure aquilibriert ist. 

d) Gelfiltration an Sephadex G50 fine (Fa. Pharmacia) 
Experimentelle Bedingungen: Saule: Sephadex G50 fine (31 g) . 
2,5 cm x 64 cm, Vo lumen 310 ml; Losungsmittel: 1 1 Essigsaure; 
Durchf lussgeschwindigkeit 43 ml/h. 3,8 ml Fraktionengrbsse . AUFS: 



- 87 - 



0168342 



0,1 bei 282 nra* Papiervorschub 3,0 cm/h. Der Nechweis der elulerten 
Aktivitat erfolgt mit dem Thrombin-Hemmtest . Die in 50 ml Eluat 
(Fraktionen 39-52) enthaltene Hauptf raktion eluiert raacher ale 
nicht-aktive Nebenkomponenten. (Fraktionen 53 bis 80). Die Thrombin- 
Hemmung der aktiven Fraktionen betragt zwischen 80 und 100 % 
Henroung. 

e) Kationenaustauschchrotnatographie an einer CM-Cellulose zur 

Voranreicherung von aktiven Lysaten 
10 ml Dialysat [20 mM Tris • HC1, Ronzentrat (1:20) aus 200 ml 
Ueberstand, pH 2,0 eingestellt mit 3 ml AN HCl] wurden auf einem 
Rationentauscher (CM-Cellulose) getrennt. Hirudinverbindungen 
eluieren im Ausschlussvo lumen zwischen Fraktionen 4-8. Der Nachweia 
erfolgt mittels des Thrombin-Hemm tests. Die Fraktionen 5 und 6 
hennnen zu 89 %, respektive 88 % pro 20 pi Eluat* 

Experimen telle fledingungen: Saule: 1,5 x 8 cm, atationare Phase: 
19 ml CM-Cellulose (loe MZ-3146). Durchf lussgeschvindigkeit :43 ml/h t 
3,8 ml Fraktionen* Linearer Salzgradient Puffer A: 20 mM NHnOAc. 
pH 2 eingestellt mit 4N HCl, Puffer B: 200 mM NiUOAc pH 6.5, Je 5 
Saulenvolumen, AUFS 1,0 bei 282ntn. 

Beispiel 25: Fermentation des transf ormierten Stannnes E. coli 

W3110A102/pML310/l und Aufarbeitung der Kulturbruhe 
In analoger Weise wie in Beispiel 22 beschrieben, werden in einem 
Fermenter £. coli W3110A102/pML310/l Zellen in 8 1 Medium L wahrend 
5 h kultiviert, wobei die Suspension eine optische Dichte (OD 623 ) 
von ca. 5 erreicht hat. 

Die aus der Kulturbruhe (pH 7,2) abzentrif ugierten Zellen werden auf 
10°C abgekuhlt, durch Lysozymbehandlung und durch mehrroaliges (4x) 
abwechselndes Einfrieren in flusaigem Sticks toff und Auftauen auf 
ca, 30°C aufgeschlossen. Die so erhaltene Suspension (2,5 1) wird 
mit 1,5 % Essigsaure (2,4 1) verdunnt und 30 min. bei 4°C geruhrt. 
Die ausgefallenen bakteriellen Proteine und andere Zellbestendteile 
werden fiir 30 min. bei 4°C bei 9000 Upm abzentrif ugiert . Der klare 
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Ueberstand von 3,2 1 wird in einem Rotationsverdaropf er (Fa. Blichi) 
auf 320 ml auf konzentriert . Das Konzentrat wird iiber Kacht gegen 
20 mM Tris • HC1 pH 7 . 5 bei 4°C dialysiert und das leicht trube 
Dialysat nochmals zentrifugiert . Das Endvolumen betragt 300 ml. Die 
klare Proteinlosung (0,02 M Tris • HC1 pH 7,0) wird auf eine Di- 
a^hylaminoathyl-cellulose-(DE53 der Fa, Whatman) (20 g) Saule mit 
einero Bettvolumen von 20 ml aufgetragen, wobei die Saule mit 
Puffer A aquilibriert ist (Puffer A: 20 mM Ammoniumacetat /100 mM 
NaCl, pH 7,5)- Vorerst wird mit 1 Saulenvolumen (45 ml) bei kon- 
stantem Flues (43 ml/h) gewaschen und anschliessend mit einem 
linearen Salzgradienten mit je fiinf Saulenvolumen Puffer A, re- 
spektive Puffer B eluiert (Puffer B: 20 mM Ammoniumacetat /4 M NaCl, 
pH 5,0). Die in 100 ml Eluat enthaltene, im Thrombin-Heramtest aktive 
Hauptfraktion (Fr. 24-26) wird iiber Nacht bei 4°C gegen 20 mM 
Iris • HC1 pH 7.5 dialysiert und anschliessend am Rotationsver- 
dampfer bei 35°C auf 5 ml Endvolumen auf konzentriert . 

Die so erhaltene klare wasserige Losung wird auf eine Sephadex G-50 
fine Saule (Pharmacia) mit einem Bettvolumen von 160 ml aufgetragen, 
wobei die Saule (2,5 x 64 cm Biorad) mit 5 % Essigsaure aquilibriert 
ist. Die in 50 ml Eluat (Fraktionen 5-7, Fluss 50 ml/h, 25 min. /Frak- 
tion) enthaltene Hauptaktivitat wird am Rotationsverdampf er einge- 
engt und anschliessend einer "Reverse Phase" HPLC-Trennung unterwor- 
fen. Ein Aliquot (500 ul) der einzelnen Fraktionen wird am 
"speed vac" Konzentrator (Fa. Savant) 1:10 konzentriert und mittels 
der "Reversed Phase"-HPLC-Analyse auf ihren Gehalt an Desulfato- 
hirudin-Verbindungen untersucht. Die Losungen enthalten Desulfato- 
hirudin-Verbindungen. Fraktion 6 (18 ml) enthalt prozentual den 
geringsten Anteil an Nebenkomponenten und wird mittels semipra- 
parativer "Reversed Phase"-HPLC welter gereinigt. 

Experimented Bedingungen: Vydac 218 TP 510 RP-HPLC-Saule, 
10 x 250 mm; Aliquote Anteile der Fraktion 6 (200 pi 1:10 kon- 
zentriert) pro Trennung; AUFS 0,5 bei 220 nm; Durchf lussgeschwin- 
digkeit: 2 ml/min. Eluent: A:0.1 % Trif luoressigsaure , B:Aceto- 
nitril/Wasser 8:2 ♦ 0.07 % Trif luoressigsaure , 1 min 16 % B, dann 
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wahrend 40 min auf 64 % B steigvn. Die so erhaltenen Fraktlonen 
werden 1:1 ©it Wasser verdiinnt und lyophilisiert . Der Riickstand 
besteht aus reinen Desulf atohirudin-Verbindungen . 

Beispiel 26: Analyse des Produktgemisches aus der Fermentation von 

E. coli W3110A102/pML310/l 
Die geroass Beispiel 25 erhaltenen, im Thrombin-Hennntest aktiven 
Fraktlonen werden einer HPLC-Analyse unter zwei verschiedenen 
Bedingungen unterworfen. 

a) Experimentelle Bedingungen Nr. 1; Nucleosil (MN) CI 8, 5 |itn 
RP-HPLC Saule, 4.6 x 120 mm; 50 ul Hirudin-Verbindungen pro Tren- 
nung, Att, 6 bei 214 nm; Durchf lussgeschwindigkeit 1,2 ml/min; 
Eluent: A:0,1 % Trif luoressigsaure , B: Acetonitril/Wasser 8:2 mit 
0.07 % Trif luoressigsaure, 2 min 16 % B, dann wahrend 30 min. auf 
64 % B steigern. Gegendruck: 107 bar. 

In elnminutigero Abstand werden Fraktlonen genonnnen (inegesamt 30), 
die dem Throrabin-Hemmtest und dem Antikbrpertest (vgl. Beispiel 19) 
unterworfen werden. Fraktlonen 12-15 erweisen sich als aktiv. 
Ausserdem werden die Aminosaurezusammensetzung , der K-Terminus und 
der OTerminus fur die aktive Hirudin-Verbindung der Fraktion 14 
bestimmt. Dlese Fraktion (Nr. 14) wird zudem mit Desulf atohirudin 
verglichen, welches analog wie in Beispiel 28 beschrieben durch 
Umsetzung von naturlichem Hirudin aus Blutegel mit dem Enzym 
Arylsulfatase erhalten wird. Die Resultate sind in der folgenden 
Tabelle 1 zu sammengef ass t: 
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Tabelle 1: 



Fraktion 


Retentionazeit 
(win) 


Thrombin- 
Hemmung 


(%) 


Antikorper 
Test A (cpm) 


Fr 12 


11 .75 


+ 


35 


+ 




Fr 13 


12.50 


++ 




+ 




Fr 14 


12.80 


++ 


79 




13850 


Fr 15 


13.14 


+ 


27 


+ 


12440 


Kontrolle 






9 




250 


Desulfato- 
Hirudin 


12.8 




86 


+ 



Fraktionen des Kontrollstammes E. coli W3110A102 ("Kontrolle")) Bind 
weder im Thrombin-Hemmtest noch im Antikorpertest aktiv. Solche 
Fraktionen werden erhalten durch Kultivierung dea nicht-transf ormier* 
ten Stannnes £. coli W3110A102 unter den gleichen Bedingungen. wie in 
Beispiel 22 beschrieben. und durch Aufarbeitung der. Kulturbruhe 
geraass Beiapiel 25* 

b.) Experimen telle Bedingtangen Nr. 2: RP-HPLC Saule, Vydac 
218 TP 5415 4,6 x 150 mm; 100 ul (1:10 Konz.) Fraktion 6 (vgl. 
Beispiel 25) pro Trennung; AUFS 0,1 bei 214 nm; Durchf lussge- 
schvindigkeit 1,2 ml/min; Eluent : A: 0,1 % Trif luoreseigsaure. B: 
Acetonitril/Wasser 8:2 + 0.07 % Trif luoreeeigsaure . Gradient: 2 min 
16 % B, dann wahrend 3 min. auf 20 % B steigem, dann wahrend 
15 min auf 25 % B steigern, dann wahrend 27 min. auf 64 % B stei- 
gern. Gegendruck 160 bar. 

In der folgenden Tabelle 2 eind die im Thrombin-Heraratest und im 
Antikorpertest aktiven Fraktionen aufgelistet. Die Tabelle enthalt 
weiterhin die Konzentrationen an NaCl in mM, die zur Eluierung der 
Fraktionen von einer Mono Q-Saule (Anionenaustauschchromatographie) 
erforderlich sind (vgl. Beispiel 24a), sowie die langwelligsten 
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UV-Abflorptionebanden einiger Fraktionen. Alle Fraktionen zeigen 
zudem eine positive Reaktion tnit anti-Hirudin-Antikb'rpern (vgl. 
Beispiel 30). 



Tabelle 2 



rroKtion 
Nr. 


Re ten - 
tions- 
zeit 
(rain, ) 
RP-HPLC 


Hemraung % 


kbrper 
Test A/cpm 


FPLC 


max 
inM NaCl 




1 


15,63 


97,8 t 2 


16*196 


350 


223s, 274 


4 


2 


16,83 


91,9 ± 2 


14*157 


390 


275 


1.6 


3 


18,43 


79,9 ± 2 


9*257 






1 


4 


19,6 


81,7 ± 5 


11 '877 


420 




1.5 


5 


20,6 


50,4 ± 5 


7'647 


460 




1.5 


6 


21,53 


66,1 J 5 


9' 584 


500 


273 


1.5 


Kontrolle 




0 


508 








PBS- 
Puffer 






66 








Desulfato- 
Hirudin 


15,45 


97,3 1 2 


15*400 


350 


274 


C8. 4 



Beispiel 27: Charakterisierung von Pesulf atohirudin-Verbindungen aus 
der Fermentation des Stannnes E. coli W3110A102/pML310/l 
I- Die Hirudin Verbindung aus Fraktion 14 (vgl. Beispiel 26 unter 
"Experiraentelle Bedingungen Nr. 1", Tabelle 1) oder Fraktion 1 (vgl. 
Beispiel 26 "Experiment elle Bedingungen Nr. 2", Tabelle 2) wird wie 
folgt charakterisiert: 

a) Bestimmung der Aroinosaurezusannaensetzung 

Ca. 2,5 ug Hirudin-Verbindung werden mit 6 N HC1 bei 110°C wahrend 
24 h hydrolysiert und dann nach Chang et al. (DABS-Cl-Methode) 
(Zitat 31) analysiert. Das Hydrolysat weist die folgende Zusammen- 
setzung auf. 
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Aminosaure Hydrolisat Aminosaure 



Asp 


9.8 


(9) 


Thr 


4.2 


(4) 


Ser 


4,4 


(4) 


Glu 


12.6 


(13) 


Pro 


3.7 


(3) 


Gly 


9.3 


(9) 


Val 


3.5 


(4) 


Cystin 


2.2 


(3) 



Hydrolisat 



He 


1.8 


(2) 


Leu 


3.9 


(4) 


Tyr 


1.5 


(2) 


Phe 


1 


(1) 


His 


1.1 


(1) 


Lys 


3.4 


(3) 


Met 


0 


(0) 


Total 




(65) 



b) Partielle Sequenzanalyse 

5 pg (750 pMol) der Hirudin-Verbindung vird einer klassischen 
Sequenzanalyse nach Edman untervorfen und die N-terminalen 
Phenylthiohydantoin (PTH)-aminosauren mittels RP-HPLC bestimmt. 

Ergebnis: 

Cyclus 1 * 10 

Aminosaure Val Val Tyr Thr Asp n.b. Thr Glu Ser Gly 

Cyclus 11 15 

Aminosaure Gin Asn Leu n.b. Leu n.b. Glu 

(n.b. nicht bestimrat) . 



Die N-terminale Sequenz der untersuchten biosynthetischen Hin 
Verbindung ist somit identisch nit derjenigen des natur lichen 
Hirudins (Zitat 1) . 
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c) Bestimtnung der C-terminalen Aminoaauren tnittels Carboxy- 
pe ptidase Y-Abbau 

Der zeitabhangige Abbau der Oterminalen Aminosauren mit 
Carboxypeptidaee Y ergibt als C-Terminus 

60 65 
- He - Pro - Glu - Glu - Tyr - Leu - Gin 

Die Bestimmung der Arainosauren erfolgte mit dem Aminosaure- 
analysator. Es ergibt sich. dass Tyr 63 nicht sulfatiert ist 
(Desulf ato-hirudin! ) . 

Bei dem Hauptprodukt der Fermentation dea transf ormierten Stammes 
£> co li V3110A102/pML310/l handelt: es sich, wie die Strukturdaten 
und der Vergleich mit aus naturlichem Hirudin gevonnenen Desulfato- 
hirudin bevel sen, urn Desulf a tohirudin. 

II. Die Struktur der ubrigen Fermentationsprodukte ist noch nicht 
vollstandig geklart. Bei den Fraktionen 2-6 (vgl. Tabelle 2) handelt 
es sich urn definierte Verbindungen, die anhand der HPIX- und 
FPLC-Daten sowie des UV-Absorptionstnaximums ausreichend definiert 
sind. Mit Sicherheit handelt es sich bei diesen Verbindungen urn 
Desulf atohirudin-ahnliche Verbindungen, die sich von Desulfato- 
hirudin durch eine strukturelle Mikroheterogenitat (z.B. unter- 
schiedliche verknupfte S-S-Brucken) oder durch Modifikation am N- 
bzw. C-Tenninus unterscheiden (z.B. K-terminaler Methionyl-Rest oder 
N-terminal acyliert, wie formyliert oder acetyliert) . 
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Auch bei der Fermentation der Stamme E« coli LK1035/pML310/l t 
E . con JA221/pML 310/1 und E- coli HB101/pML310 kann Desulfato- 
hirudin ale Hauptprodukt identif iziert warden, 

Beispiel 28; Heratellunp von Desulf atohi rudin aus naturlichem 

Hirudin zu Vergleichszwecken 
Naturliches Hirudin wird zu 2 mg/ml Puffer (0,1 M Amnion iutnace tat , 
pH 5,5) gelost. Zu 20 ug Hirudin (10 ul Losung) werden 100 ul einer 
entsalzten Aryisulf atase (Boehringer)-Loaung gegeben, die 16 ug 
Arylaulfatase enth'alt. Man inkubiert bei 25°C und verfolgt die 
Umsetzung mittels HPLC-Analyse . Nach 6 Stunden Inkubation aind uber 
90 % dee Hirudins desulf atiert. Die Retentionszeit dee gebildeten 
Desulfatohirudins betragt unter den in Beispiel 26 ("Experimen telle 
Bedingungen a":) beschriebenen Bedingungen 12 ,8 min, und unter den 
in Beispiel 26 ("Experimentelle Bedingungen b M > beschriebenen 
Bedingungen 15,45 min. 

Die Aminosaurezusamraeneetzung, die Sequenzanalyse mittels Edman- 
Abbau und die Bestimmung der C-terminalen Aminosauren durch Carboxy- 
peptidase Y-Abbau ergeben das fur Desulf atohirudin erwartete 
Ergebnis. 

Beispiel 29: Expression von Desulf atohirudin-Ver bindungen in Hefe 
(S« cerevisiae) 

Die Expreaaion von Fremdproteinen in Hefe erfordert ein definiertea 
Expreesionssystem. Ea aoll einen atarken Hefe-Promoter, bevorzugt 
einen induzierbaren Hef e-Promoter f und geeignete Transkriptions- 
stopsignale auf einem Plasmidvektor enthalten, mit dem Hefezellen 
transformiert werden kbnnen. Der Vektor enthalt auch DNA-Sequenzen , 
bevorzugt Hefe 2u Sequenzen, die extrachromosomale Replikation mit 
hoher Kopienzahl gewahrleisten . Er soil ausserdem einen Selektiona- 
marker fiir Hefe, bevorzugt das Hefe LEU2 Gen, und pBR322 DNA 
Sequenzen mit Replikationeuraprung und Selektionsmarker » bevorzugt 
daa Ampicillin-Resistenzgen, fur die Verwendung in E. coli ent- 
halten. Solche Vektoren sind als aog. Shuttle-Vektoren fur die 
Vermehrung in E. coli und Hefe geeignet. 
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Ein Expressionssyetem, das diese Vorauseetzungen erfiillt, 1st in der 
Europaischen Patentanmeldung Nr. 100,561 beschrieben und mit 
Beispielen fiir effiziente Expression in Hefe belegt. Fremdgene 
werden unter der Kontrolle des induzierbaren PH05 Promoters der 
sauren Phosphatase aus Hefe expriroiert. PH05 Promoter, Fremdgen 
und PH05 Transcriptionsstop sind in Serie in dem Hefe Vektor 
pJDB207 integriert, der auch DNA Sequenzen des Hefe 2u Plasmids, 
das Hefe LEU2 Gen, dae Arapicillin Resistenzgen und den E. coli 
Replikat ion sur sprung enthalt . 

Das Expressionsplasmid pJDB207R/ PH05- HIR wird wie folgt 
hergeatellt: 

a) Isolierung des pJDB207 Vektor Fragments; 

6 >ig des Plasmids pJDB207R/IF(a-3) (EP 100.561) werden mit der 
Restriktionsendonuclease BamHI komplett verdaut. Die entstehenden 
DNA Fragmente (6,85 kb und 1,15 kb) werden mit Aethanol gefallt und 
in 400 ul 50 mM Tris-HCl pH 8.0 aufgenommen. 4,5 Einheiten 
Kalberdarm-Phosphatase (Boehringer, Mannheim) werden zugegeben. Die 
Mischung wird 1 Stunde bei 37°C inkubiert, danach wird die Phos- 
phatase bei 65°C fiir 1,5 Stunden inaktiviert. Die Losung wird auf 
150 mM NaCl gebracht und dann auf eine DE52 (Whatman) Anionen- 
austauschersaule (100 ul Vo lumen) aufgetragen, die vorher mit 10 mM 
Tris*HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA aquilibriert wurde. Nach 
einem Waschgang mit demselben Puffer wird die DNA mit 400 ul 1,5 M 
NaCl, 10 mM Tris»HCl pH 7,5, 1 mM EDTA eluiert und mit Aethanol 
gefallt. Das grosse 6,85 kb BamHI Fragment wird vom kleinen Fragment 
auf einem 1,2 %igen Agarosegel in Tris-Borat-EDTA Puffer pH 8,3 
abgetrennt. 

b) Isolierung des 534 bp PH05 Promoter Fragments 

6 ug dee Plasmids p31/R (EP 100,561) werden mit den Restriktions- 
endonucleasen EcoRI und BamHI verdaut. Die entstehenden 3 DNA 
Fragmente werden auf einem 1,2 %igen Agarosegel in Tris-Borat-EDTA 
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Puffer pH 8,3 getrennt. Das 534 bp BamHI-EcoRI Fragment wird 
isoliert. Es enthalt den PH05 Promoter einschliesslich der Trans- 
kriptionsstartstellen. 

c ) Isolierung eines 206 bp DNA Fragments mit der fur Hirudin 
kodlerenden Sequenz 

9 ug des Plasmids pML310 (vgl. Beispiel 13c) werden mit den 
Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI komplett verdaut. Die entstehen- 
den zwei DNA Fragmente werden auf einem 1,2 %igen Agarosegel in 
Tris-Borat-EDTA Puffer pH 8.3 getrennt. Das 206 bp EcoRI -BamHI 
Fragment wird isoliert. 

d) Ligierung der DNA Fragmente: 

Die drei in Abschnitt s-c (s.o.) erwahnten DNA Fragmente werden bus 
AgaroeegelblScken durch Elektroelution gewonnen, uber DE52 (Whatman) 
Anionen-Auetauscher gereinigt, mit Aethanol gefallt und in H 2 0 
resuspendiert. 

0,1 pHol (0,45 pg) des 6,85 kb BamHI Vektor Fragments, 0,3 pMol 
(0,1 ug) des 534 bp BamHI-EcoRI PH05 Promoter Fragments und 
0,25 pMol (34 ng) des 206 bp EcoRI-BamHI Fragments von pML310 
werden in 15 ul 60 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM MgClj, 10 mM DTT. 1 mM 
ATP mit 600 Einheiten T4 DNA Ligase (Biolabs) bei 15°C fur 16 Stun- 
den ligiert. 

24 transformierte, amp R Kolonien werden getrennt in LB Medium mit 
100 ug/ml Ampicillin kultiviert. Plasmid DNA vird nach der Methode 
von Holmes et al. (32) isoliert und durch einen Hindlll/EcoRI 
Doppelverdau analysiert. Das Auftreten eines ca. 600 bp grossen 
EcoRI-Hindlll Fragments zeigt an, dass bei dem betreffenden Klon das 
PHQ5 Promoter-Hirudin DNA Fragment in der richtigen Orientierung zu 
den Transkriptionsstopsignalen auf dem Vektor vorliegt. Wie erwartet 
haben etwa 50 % der Klone die richtige Orientierung des Inserts. 
Einer dieser Klone wird als pJDB207R/PHO5-HIR bezeichnet. 
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e) Transformation von Saccharomycea cerevlaiae GRF18 : 
Saccharomyces cerevisiae Stamm GRP18 (a, his 3-ll . his3-15, leu2-3, 
leu2-112 f can R ) wird mit dem Plaemid pJDB207R/PH05-HIR nach den 
Protokoll von Hinnen et al. (12) transf ormiert . Fur transf ormierte 
Hefezellen wird auf Agarplatten mit Hefe-Minimalmedium ohne Leucin 
selektioniert. Eine transf ormierte Hefekolonie wird ieoliert und als 
Saccharomyces cerevisiae GRF1 8 /pJDB207R/ PH05 -HIR bezeichnet. 

f) Zuchten von S. cerevisiae GRFl8/pJDB207R/PHO5-HIR: 

Zellen von S. cerevisiae GRP18/pJDB207R/PHO5-HIR werden in 20 ml 
Hefe-Minimalmedium (Difco Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren mit 
Zusat2 von 2 % Glukose und 20 tng/1 L-Histidin) bei 30°C geschiittelt 
und bis zu einer Zelldichte von 3»10 7 Zellen/ml geziichtet. Die 
Zellen werden in 0»9 % NaCl gewaschen und dann zum Animpfen von 
50 ml Kulturen in low P^Minimalmedium benutzt. Low P^Minimalmedium 
wird entsprechend der Zusammensetzung des Difco Yeast Nitrogen Base 
Mediums (ohne Aminosauren) angesetzt, enthalt jedoch 0,03 g/1 
KH 2 P0 4> 1 g/1 KC1, 10 g/1 L-Asparagin anstelle von (NH 4 > 2 S0 4 , 2 % 
Glukose und 1 g/1 L-Histidin. Die Kulturen werden bis zu einer 
Zelldichte von 4-10 6 Zellen/ml angeimpft und bei 30°C fiir 24 Stunden 
bei 200 upm geschlittelt. 

g» Analyse des Produktgemisches aus der Fermentation von 
S. cerevisiae GRF18/pJDB207R/PH05-HIR 

Die Zellen (vgl. Beispiel 29f) werden wie iiblich aufgeschlossen 
(vgl. z.B. Europaische Patentanmeldung Nr. 100,561). Der mit 1,5 % 
Essigsaure behandelte Ueberstand wird zentrifugiert und je 2 ml der 
klaren Losung am "Speed Vac" Konzentrator und im Hochvakuum ge- 
trocknet. Die Proben werden einzeln in 100 pi Wasser gelost und 
einer HPLC-Analyse (Bedingungen wie in Beispiel 26a) unterworfen. 
Die Thrombin-Hemmung der elnzelnen Fraktionen wird getestet. Die 
Fraktion mit einer Retentionszeit von 12,8 min welst eine Thrombin- 
Hemmung von 89,6 % auf. Gemass Aminosaurezusammensetzung handelt es 
sich udi Desulfatohirudin. 



- 98 - 



0168342 



Beispiel 30 : Test-Kit nit monoklonalen anti-Hirudin-Antikbrpem zur 
Bestimmung von Hirudin, kompetitiver Radio- Imnnmoasaay 

a. Herstellung der monoklonalen Anti-Hirudin-Antikbrper 
A) Iramunisierung von Mausen 

Reines Hirudin (3 rag) in lyophilisierter Form wird in wenig 0,1 % 
Essigsaure gelost und dann rait phosphatgepuf f erter Kochsalzlbsung 
auf 3 ml erganzt. Der pH wird auf 7,2 eingestellt. Portionen dieser 
Antigen-Lbsung werden mit gleichen Hengen koraplettem Freund's 
Adjuvans oder phosphatgepuf f erter Salzlbeung gemischt. 

Weibliche Balb/c Mause <8 Wochen alt, erhalten von der Tier farm 
Sisseln, Schweiz) werden durch Injektion von 100 ug Hirudin-Losung 
in gepuff erter SalzlSsung intravet\bs injiziert. Vier Tage spacer 
wird die Milz fur die Fusion entnonnnen. 

B) Herstellung der Hybridoma und Antikbrper-Test 

Die Herstellung der Hybridomazellen erfolgt durch Verschraelzung der 
erhaltenen Hilzzellen mit der Myeloma-Zellinie X63-Ag8 . 6. 5. 3 (26). 
Dabei werden 10 Milzzellen und 10 Myelomazellen eingesetzt. Die 
Fusion wird wie beschrieben (27) durchgefuhrt- 

Die Bestimmung der anti-Hirudin-Aktivitat in den Hybridoma-Ueber- 
standen erfolgt mit Hilfe eines Radioimmunoassays [RIA, (28) ]• 

C) Isolierung und Reinigung der Anti-Hirudin-Antikbrper aus Aszites 
Balb/c Mause werden intraperitoneal mit 0,4 ml Pristan (Carl 
Roth) vorbehandelt. Nach einer Voche werden 2 bis 5xl0 6 klonierte 
Hybridoma-Zellen intraperitoneal injiziert- Aszitische Tliissigkeit 
wird von jeder Kaus wiederholt genotnmen und bei -80°C gefroren. Die 
gesammelte FlUssigkeit wird aufgetaut und 30 min. bei 4°C mit 

16 000 upm zentrifugiert. Das Fett wird abgesaugt und zum verblei- 
benden Debri-freien Ueberstand langsam unter Riihren bei 0°C 
0,9 Voluraenaquivalente einer gesattigten Ammoniumsulf atlbsung 
zugetropft. Die erhaltene rohe Immunoglobulin-Fraktion wird unter 
Verwendung von 0,1 m Tris'HCl (pH 8.2) durch Sephacryl G 2000 
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(Pharmacia), gemass den Angaben des Herstellers, gegeben. Aktive 
Fraktionen werden vereinigt und tnit Amicon XM50-Filter (Amicon) 
konzentriert. 

b. Test-Kit fur kompetitiven Radio- Immunoassay 

Eine nach Beiapiel 30aC) hergestellte Lbsung von anti-Hirudin-Anti- 
kbrpern wird mit phosphatgepuf ferter Salzlbsung (PBS-Lbsung) auf 
eine Konzentration von 1 ug pro 100 ul verdunnt. 100 dieser 
Lbsung werden 2 Stunden bei 37°C in Plastik-Rbhrchen oder auf 
Plastik-Mikrotiterplatten inkubiert , wobei Antikbrper unspezifisch 
auf die Plastikoberf lache adsorbiert werden. Zur Absattigung der 
noch freien aktiven Stellen auf der Plastikoberf lache wird roit einer 
Bovin serum- Albumin- Lb sung (BSA-Lbsung) nachbehandelt . 

Verdunnungsreihen einer Probelbsung oder der Standardlbsung in 

BSA-Lbsung werden mit je 50 ul einer Lbsung von nach bekannter Weise 

125 

(29) mit radioaktivem Jod markiertem Hirudin der Aktivitat 10 000 
cpm pro 50 ul verset2t und dann auf der Plastikoberf lache 2 Stunden 
bei 37°C und anschliessend 12 Stunden bei 4°C inkubiert. Die 
Rbhrchen oder Mikrotiterplatten werden mit phosphatgepuf ferter 
Salzlbsung gewaschen und die Radioaktivitat gemessen. Die Konzentra- 
tion an Hirudin in der Probelbsung wird durch eine mit Standard- 
lbsung gemessene Eichkurve bestirarot. 

Ein Test-Kit fiir den beschriebenen Radio- Immunoassay enthalt; 
2 ml Lbsung von anti-Hirudin-Antikbrper aus Beispiel 30aC) mit 
einer Konzentration von 1 bis 10 mg pro ml, 
100 ml phosphatgepufferte Salzlbsung (PBS-Lbsung) 

100 ml 0,3 % Bovinserum-Albumin und 0,1% Natrlumazid in PBS-Lbsung 
(BSA-Lbsung) , 

2 ml Lbsung von radioaktivem Hirudin der Aktivitat 200 000 cpm/ml, 
2 ml Standardlbsung enthaltend 100 ng/ml Hirudin, 
1 ml-Rbhrchen oder Mikrotiterplatten aus Plastik. 



- 100 - 



0168342 



Beispiel 31: Pharmazeuti aches Praparat enthaltend eine Pesulfato- 

hirudinverbindung fiir parenterale A pplikation 
Eine Lbeung, welche eine Desulf atohirudin-Verbindung getnass Bei- 
apiel 27 enthalt, wlrd gegen eine 0,9 %ige NaCl-Lbaung dialyeiert. 
Die Konzentration der Losung vird danach durch Verdunnen mit der 
gleichen NaCl-Lbaung auf 0,2 mg/ml oder 2 mg/ml eingestellt, Dieae 
Loaungen werden durch Ultrafiltration (Membranen mit 0,22 \xm Poren) 
aterilieiert. 

Die sterilisierten Losungen sind direkt verwendbar , z.B. fiir die 
intravenbse Verabreichung. In analoger Weise werden parenteral 
applizierbare Loaungen hergestellt, die Mischungen von Desulf ato- 
hirudin-Verbindungen gemass Beispiel 27 enthalten. 
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Patentanspriiche (fur die Vertragsstaaten BE, DE, FR, GB, IT, NL, SE, 
CH, LU) 

1. Eine DNA-Sequenz, welche fur die Aminosauresequenz von Hirudin 
kodiert, und Fragmente davon. 

2. Eine MA-Sequenz gemass Anspruch 1 der Fonnel 



5 (X') 


Met 
n AIG 














Val 
GTX 


Val 
GIX 


Tyr 
TAY 


Thr 
ACX 


Asp 
GAY 


Cys 
TGY 


Thr 
ACX 


Glu 
GAM 


Ser 
QRS 


Gly 
GGX 


Gin 
CAM 


Asn 
AAY 


Leu 
YT2 


Cys 
TGY 


Leu 
YT2 


Cys 
TGY 


Glu 

GAM 


Gly 
GGX 


Ser 
QRS 


Asn 
AAY 


Val 
GTX 


Cys 
TGY 


Gly 
GGX 


Gin 
CAM 


Gly 

GGX 


Asn 
AAY 


Lys 
AAM 


Cys 
TGY 


He 
ATN 


Leu 
YT2 


Gly 
GGX 


Ser 
QRS 


Asp 

CJCi 


Gly 
GGX 


Glu 
GAM 


Lys 
AAM 


Asn 
AAY 


Gin 
CAM 


Cys 
TGY 


Val 
GTX 


Thr 
ACX 


Gly 
GGX 


Glu 
GAM 


Gly 
GGX 


Thr 
ACX 


Pro 
CCX 


Lys 
AAM 


Pro 
CCX 


Gin 
CAM 


Ser 
QRS 


His 
CAY 


Asn 
AAY 


Asp 
GAY 


Gly 
GGX 


Asp 

GAY 


Phe 
ITY 


Glu 
GAM 


Glu 
GAM 


He 
ATN 


Pro 
CCX 


Glu 
GAM 


Glu 
GAM 


Tyr 
TAY 


Leu 
YTZ 


Gin 
CAM 


NON 
THK 


(X') 


3' 











(I) 

vorin die Nukleotidsequenz beginnend mit dem S'-Ende dargestellt ist 
und die Amino sauren, fur die jedes Triplett codiert, angegeben sind, 
und worin bedeuten 
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A 


Desoxyadenoay 1 , 




T 


Thyaidyl, 




G 


Desoxy guanosyl , 




C 


Desoxycytidyl, 




X 


A, T t C oder G t 




Y 


T oder C, 




Z 


A, T, C oder G, wenn Y 


- c. 


oder 


Z » A oder G, wenn Y ■ 


T, 


Q 


1 oder A, 




R 


C und 5 * A, T, C oder 


G, wenn Q • T» 


oder 


R « G und S « T oder C 


, wenn Q ■ A, 


N 


A oder G v 




L 


A oder C, 




N 


T, C oder A 




K 


A oder G, wenn M ■ A, 




oder 


K « A, wenn M ■ G, 





und (X*) und (X 1 ) Nukleotidsequenzen nit n und a grosser als 3 und 
kleiner als 100, insbesondere grosser als 5 und kleiner als 15, 
bedeuten, welche durch ein Restriktionsenzym erkannt und geschnitten 
werden konnen. 

3. Die DNA-Sequenz der Forme 1 

CTGGAATTCATGGTTGTTTACACCGACTGCACCGAAICTGG1CAGAACCTGTGCCTGTGCGAAGGT 
GACCTTAAGIACCAACAMTGXGGCTGACGTGGCTTAGACCAGTCTTGGACACGGACACGCTTCCA 

TCTMCGTTTGCGGTCAGGGTAACAAATGCATCCTGGGTTCTGACGGTGAA AAAA ACCAGIGCGTT 
AGATTGCAMCGCCAGTCCCATTGTTTACGTAGGACCCAAGACTGCCACTTTTTTTGGTCACGCA^ 

ACCGGTGAAGGIACCCCGAAACCGCAGTCTCACAACGACGGTGACTTCGAAGAAATCCCGGAAGAA 
TGGCCACTTCCATGGGGCTTTGGCGTCAGAGTGTTGCTGCCACTGAAGCTTCTTTAGGGCCTTCn 

TACCTGCAGTAGGATCCTG 
ATGGACGTCATCCTAGGAC 



gemass Ansprucb 1« 
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4. Verfahren zur Herstellung von DNA-Sequenzen, die fur die Amino- 
sSuresequenz von Hirudin kodieren, und von Fragtnenten davon, 
gekennzeichnet dadurch, dass man aus genomischer Egel-DNA das 
Hirudin-Strukturgen isoliert, oder aus Hinidin-mRNA eine koople- 
mentare doppelstrangige Hirudin-DNA (Hirudin-ds cDNA) herstellt, 
oder dass man ein fur die Aminosauresequenz von Hirudin-kodierendes 
Gen oder Fragmente davon mittels chemischer und enzymatischer 
Verfahren herstellt. 



5. Ein Expressionsvektor, welcher eine fur Deaulfatohimdin 
kodierende DNA-Sequenz enthalt, die von einer Expressionskontroll- 
sequenz derart reguliert wird, dass in einer mit diesem Expressions- 
vektor transfomierten Wirtszelle Polypeptide mit Hirudin-Aktivitat 
exprimiert werden. 

6. Ein Expressionsvektor gemass Anspruch 5, worin die Expressions- 
kontrollsequenz diejenige des E. coli Tryptophanoperons ist. 

7. Ein Expressionsvektor gemass Anspruch 5, worin die Expressions- 
kontrollsequenz diejenige des Hefe-PH05-Gens ist. 

8. Ein Expressionsvektor gemass Anspruch 5, ausgevahlt aus der 
Gruppe der Plasmide pML310, pML311, pML312, pML313 und pML314. 

9. Der Expressionsvektor pJDB207R/PHO5-HIR gemass Anspruch 5. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Expressionsvektors gemass einem 
der Anspruche 5 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass man in eine 
Vektor-DNA, welche eine Expressionskontrollsequenz enthalt, eine fur 
Desulfatohirudin kodierende DNA-Sequenz derart einfiigt, dass die 
Expressionskontrollsequenz besagte DNA-Sequenz reguliert. 

11. Eine Wirtszelle, die mit einem Expressionsvektor gemass 
einem der Anspruche 5 bis 9 transformiert ist. 
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12. Eine transformierte Wirtszelle gemass Anspruch 11, worin die 
Wirtszelle ein Stamm von Escherichia coli . Bacillus subtilis oder 
Saccharomyces cerevisiae ist. 

13. Eine transformierte Wirtszelle gemass Anspruch 12, worin die 
Wirtszelle ein Escherichia coli -Stamm ist. 

14. Eine transformierte Wirtszelle geoass Anspruch 12, worin die 
Wirtszelle ein Saccharomvces cerevislae -Stamm ist* 

15. Eine transformierte Wirtszelle gemass Anspruch 13, worin die 
Wirtszelle der Stamm Escherichia coli HB101 ist, der mit dem Plasmid 
pHL310 transformiert ist. 

16. Eine transformierte Wirtszelle gemass Anspruch 13, worin die 
Wirtszelle der Stamm Escherichia coli JA221 ist, der mit dem Plasmid 
pML310 transformiert ist. 

17. Eine transformierte Wirtszelle gemass Anspruch 13, worin die 
Wirtszelle der Stamm Escherichia coli W311QM02 ist, der mit dem 
Plasmid pML310 transformiert ist. 

18. Eine transformierte Wirtszelle gemass Anspruch 14, worin die 
Wirtszelle der Stamm Saccharomvces cerevisiae GRF18 ist, der mit 
dem Plasmid pJDB207R/PHO5-HIR transformiert ist. 

19. Verfahren zur Herstellung einer transf ormierten Wirtszelle 
gemass einem der Anspriiche 11-18, dadurch gekennzeichnet , dass man 
eine Wirtszelle mit einem Expressionsplasmid, das eine von einer 
Expressionskontrolleequenz regulierte, fur die Aminosauresequenz von 
Hirudin kodierende DNA-Sequenz enthalt, transformiert. 

20. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen mit Hirudin-Akti- 
vitat, dadurch gekennzeichnet, dass mit einem Expressionsvektor, 
welches eine von einer Expressionskontrollsequenz regulierte, fur 
die Aminosauresequenz von Hirudin kodierende DNA-Sequenz enthalt, 
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transformierte Wirtszellen in einem fliissigen Nahrmedium, welches 
assioilierbare Kohlenstoff-und Stickstoffquellen enthalt, kultiviert 
werden und das Produkt aus den Wirtszellen freigesetzt und isoliert 
wird. und, falle erforderlich, ein verfahrensgemass erhSltliches 
Produkt alt einem zur Aufspaltung der Disulfidbindungen geeigneten 
Reduktionsmittel versetzt und das erhaltliche reduzierte Polypeptid 
nit einem zur Neuknupfung von Disulfidbindungen geeigneten Oxida- 
tionsmittel behandelt wird, und falls gewiinscht. eine erhaltliche 
Hirudin-Verbindung in eine andere Hirudin-Verbindung iiberfiihrt 
wird, und, falls gewiinscht, ein verfahrensgemass erhaltliches 
Gemisch von Verbindungen mit Hirudin-Aktivitat in die einzelnen 
Komponenten aufgetrennt wird, und/oder, falls gewiinscht, ein 
erhaltenes Salz in das freie Polypeptid und ein erhaltenes Poly- 
peptid in ein Salz desselben iiberfuhrt wird. 

21. Verfahren gemass Anspruch 20 zur Herstellung von Verbindungen 
der Formel 

^vJ?^y h I A8 ? Cy r Th r?^ Ser ? lyG1 ^ 8 ^ euC y 8UuC y 9GluG1 y s erAsnValCys 

GlyGlnGlyAsnLysCysIleLeuGlySerAapGlyGluLysAsnGlnCysValThrGlyGluGly 

ThrProLysProGlnSerHisAsnAspGlyAspPheGluGluIleProGluGluWLeuGln 

(XIV), 

worin V fur Val oder fur Het-Val steht und V Tyr oder Tyr(-0S0 3 H) 
bedeutet, und von Salzen solcher Verbindungen. 

22. Verfahren nach Anspruch 21 zur Herstellung von Desulfatohirudin 
der Formel XIV, worin V fur Val steht und W Tyr 1st. 

23. Verfahren gemass Anspruch 20 zur Herstellung von Desulfato- 
hirudin-Verbindungen, welche durch RP-HPLC-Konstanten [Be- 
dingungen: Vydac 218TP5415; 4,6 x 150 mm, Ourchflussgeschwindigkeit 
1,2 ml/min; Eluent: A: 0,1 % Trif luoressigsaure, B: Acetonitril/Was- 
ser 8:2 + 0.07 % Irif luoressigsaure. Gradient: 2 min 16 % B, dann 
wahrend 3 min. auf 20 X B steigern, dann wahrend 15 min auf 25 X B 
steigern, dann wahrend 27 min. auf 64 % B steigern], FPLC-Konstanten 
[Bedingungen: Mono Q-Saule (Pharmacia), 4,6mm x 150 mm. Puffer A: 
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20 mM Tris • HC1 pH 7,5; Puffer B: 20 mH Tris • HCl/1 M NaCl. 
Linearer Salzgradient: A: wahrend 9 ol mit 15 X Puffer B eluieren, 
wahrend 10,7 ml auf 70 X Puffer 5 steigern} und UV-Absorption vie 
folgt charakterisiert sind: 

Verbindung A: RP-HPLC, RetentionB2eit 16,83 min; 

FPLC; Elution bet 390 mM NaCl; UV (Wasser): « 275 nm; 

Verbindung B: RP-HPLC: Retentionszeit 18,43 ©in; 

Verbindung C: RP-HPLC: Retentionszeit 19,6 min; 

FPLC: Elution bei. 420 mM NaClj 

Verbindung D: RP-HPLC: Retentionszeit 20,6 tain; 

FPLC: Elution bei 460 mM NaCl; 

Verbindung E: RP-HPLC: Retentionszeit 21,53 min; FPLC: 
Elution bei 500 mM NaCl; UV (Wasser): - 273 nm; 

24- Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet , dass man 
eine erhaltliche Verbindung der Pormel XIV, worin V fur 
Met-Val-ateht-. -aitteis Bromcyan in eine Verbindung der Formel XIV 
uberfiihrt, worin V Val ist. 

25. Verfahren zur Herstellung von Hirudin gemass Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, dass man eine erhaltliche Verbindung der 
Fonnel XIV, worin V fur Val steht und W Tyr 1st, mit einer 
Tyrosin-Sulfotransf erase umsetzt. 

26. Die nach dem Verfahren gemass einem der Anspriiche 20-25 
erhaltlichen Desulfatohirudin-Verbindungen. 

27. Desulfatohirudin-Verbindungen, welche durch RP-HPLC-Kon- 
stanten (Bedingungen: Vydac 218TP5415; 4,6 x 150 mm; Durchflussge- 
schwindigkeit: 1,2 ml/min; Eluent: A: 0,1 X Trif luoressigsaure , B: 
Acetonitril/Wasser 8:2 + 0.07 X Trif luoressigsaure. Gradient: 2 min 
16 X B, dann wahrend 3 min. auf 20 X B steigern, dann wahrend 

15 min auf 25 X B steigern, dann wahrend 27 min. auf 64 X B stei- 
gern], FPLC-Xonetanten [Bedingungen: Mono Q-Saule (Pharmacia), 
4,6mm x 150 mm. Puffer A: 20 mM Tris • HC1 pH 7,5; Puffer B: 20 mM 
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Iris • HC1/1 H NaCl. Linearer Salzgradient: A: wahrend 9 ol nit 15 % 
Puffer B eluieren, wahrend 10,7 ol auf 70 % Puffer B steigern] und 
UV-Absorption vie folgt charakterisiert sind: 

Verbindung A: KP-BPLC, Retentionszeit 16,83 min; 

?PLC; Elution bei 390 inM NaCl; UV (Wasser): \„ » 275 nm; 

max 

Verbindung B: KP-HPLC: Retentionszeit 18,43 min; 
Verbindung C: RP-RFLC: Retentionszeit 19,6 min; 
FPLC: Elution bei 420 mM flaCl; 
Verbindung D: RP-HPLC: Retentionszeit 20,6 tain; 
FPLC: Elution bei 460 mM KaCl; 

Verbindung E: RP-HPLC : Retentionszeit 21,53 ©in; FPLC: 

Elution bei 500 mM flaCl; UV (Wasser): \ _ * 273 nm. 

max 

28. Hirudin-Verbindungen der Formel 

VValTyrThrAspCysThrGluSerGlyGlnAsnLeuCysLeuCysGluGlySerAsnValCys 

GlyGlnGlyAsnLysCysIleLeuGlySerAspGlyGluLysAsnGlnCysValThrGlyGluGly 

ThrProLysProGlnSerHisAsnAspGlyAspPheGluGluIleProGluGluWLeuGln 

(XIV) , 

vorin V fur Met-Val stent und W Tyr oder Tyr(-0S0 3 H) bedeutet, und 
Salze von solchen Verbindungen. 

29, Pharmazeutisch annehmbare Salze von Verbindungen der Formel XIV 
gemass Anspruch 28. 

30, Fharmazeutisches Praparat enthaltend eine Verbindung der Formel 
XIV gemass Anspruch 28, ein pharmazeutisch annehmbares Salz 

davon oder eine Verbindung gemass Anspruch 27. 

31. Verbindungen der Formel XIV oder pharmazeutisch annehmbare Salze 
davon gemass Anspruch .28 zur Anwendung in einem Verfahren zur 
therapeutischen oder prophylaktischen Behandlung des oenschlichen 
oder tierischen Korpers. 
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32. Desulfatohirudin-Verbindungen gemass Anspruch 27 zur Anvendung 
in einem Verfahren zur therapeutischen oder prophylaktischen 
Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers. 

33. Vervendung von Verbindungen der Formel XIV oder pharmazeutisch 
annehmbarer Salze davon geoass Anspruch 28 zur Herstellung von 
pharmazeutischen Praparaten. 

34. Vervendung von Desu If at ©hirudin- Verbindungen gemass Anspruch 27 
zur Herstellung von pharmazeutischen Praparaten* 

35. Verbindungen gemass einem der An sp ruche 27 oder 28 ale Thrombin 
inhibierende Kittel. 

36. Hirudin- und Desulfatohirudin-spezifische monoklonale Anti- 
korper. 

37. Eine Hybridomazell-Linie, dadurch gekennzeichnet f dass sie 
monoklonale Antikorper gemass Anspruch 36 ausscheidet. 

38. Ein Test-Kit zur Bestimmung von Hirudin und Desulfatohirudin, 
dadurch gekennzeichnet, dass er monoklonale Antikorper gemass 
Anspruch 36 enthalt. 



• 111 - 



0168342 



Patentanspriiche; (fur den Vertragsstaat AT) 

1. Verfahren zur Herstellung von DNA-Sequenzen, die fur die Amino- 
sauresequenz von Hirudin kodieren, und von Fraginenten davon, 
gekennzeichnet dadurch, dass man aus genomischer Egel-DNA das 
Hirudin-Strukturgen isoliert, oder aus Hirudin-mRNA eine koople- 
mentare doppe 1st rang ige Hirudin-DNA (Hirudin-ds cDNA) herstellt, 
oder dass man ein fur die Aminosauresequenz von Hirudin-kodierendes 
Gen oder Fragmente davon mittels chemischer und enzymatischer 
Verfahren herstellt. 

2. Verfahren zur Herstellung eines Strukturgens fur Desulfatohirudin 
oder von Fraginenten davon, dadurch gekennzeichnet, dass man Segmente 
des kodierenden und des komplexnentaren Stranges des Desulfato- 
hirudin-Gens chemisch synthetisiert und erhaltliche Segraente enzyma- 
tisch in ein Strukturgen des Desulfatohirudins oder in Fragnente 
davon uberfiihrt. gemass Anspruch 1* 
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3. Verfahren gemaas An8pruch 1 zur Herotellung einer DNA-Sequenz 
der Forme 1 



Met 

5 (X')„ ATG 
n 



Val 
GTX 


Val 
GTX 


Tyr 
TAY 


Thr 
ACX 


Asp 
GAY 


Cys 
TGY 


Thr 
ACX 


Glu 
GAM 


Ser 
QRS 


Gly 
GGX 


Gin 
CAM 


Asn 
AAY 


Leu 
YTZ 


Cys 
TGY 


Leu 
YTZ 


Cys 
TGY 


Glu 
GAM 


Gly 
GGX 


Ser 
QRS 


Asn 
AAY 


Val 
GTX 


Cys 
TGY 


Gly 
GGX 


Gin 
CAM 


Gly 
GGX 


Asn 
AAY 


Lys 
AAM 


Cys 
TGY 


He 
ATN 


Leu 
YTZ 


Gly 
GGX 


Ser 
QRS 


Asp 
GAY 


Gly 
GGX 


Glu 
GAM 


Lys 
AAM 


Asn 
AAY 


Gin 
CAM 


Cys 
TGY 


Val 
GTX 


Thr 
ACX 


Gly 
GGX 


Glu 
GAM 


Gly 
GGX 


Thr 
ACX 


Pro 
CCX 


Lys 
AAM 


Pro 
CCX 


Gin 
CAM 


Ser 
QRS 


His 
CAY 


Asn 
AAY 


Asp 
GAY 


Gly 
GGX 


Asp 
GAY 


Phe 
TTY 


Glu 
GAM 


Glu 
GAM 


He 
ATJJ 


Pro 

ccx 


Glu 
GAM 


Glu 
GAM 


Tyr 
TAY 


Leu 
YTZ 


Gin 
CAM 


NOK 
THK 


(X') 


3» 

n 


(I) 









worln die Nukleotidsequenz beginnend rait dem 5'-Ende dargestellt ist 
und die Aminosauren , fiir die jedes Triplet t codiert, angegeben sind, 
und worin bedeuten 



A 


Desoxyadenosyl, 




T 


Thymidyl, 




G 


Desoxy guanosy 1 , 




C 


Desoxycytidyl, 




X 


A, T, C oder G, 




Y 


T oder C, 




Z 


A, T, C oder G f venn Y 


- c, 


oder 


Z - A oder G, wenn Y « 


T. 


Q 


T oder A, 




R 


C und S » A, T, C oder 


G, wenn Q ■ T, 
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oder R - G und S « T oder C, venn Q « A, 

M A oder G, 

L A oder C, 

K T, C oder A 

K A oder G, wenn M « A, 

oder K » A, wenn M • G, 

und (X f ) und (X f ) Kukleotidsequenzen mit n und m grosser als 3 und 
n m 

klelner als 100, insbesondere grosser als 5 und kleiner als 15, 
bedeuten, velche durch ein Restriktionsenzym erkannt und geschnitten 
werden konnen. 

4. Verfahren gemass Anspruch 1 2ur Herstellung einer MA-Sequenz 
der Formel 

CIGGAATTCATGGTTGTTTACACCGACTGCACCGAATCTGGTCAGAACCTGTGCCTGTGCGAAGGT 
GACCTTAAGTACCAACAAATGTGGCTGACGTGGCTTAGACCAGTCTTGGACACGGACACGCTTCCA 

TCTAACGTTTGCGGTCAGGGTAACAAATGCATCCTGGGTTCTGACGGTGAAAAAAACCAGTGCGTT 
AGATTGCAMCGCCAGTCCCATTGTriACGTAGGACCCAAGACTGCCACTTTTTTTGGTCACGCAA 

ACCGGTGAAGGTACCCCGAAACCGCAGTCTCACAACGACGGTGACTTCGAAGAAATCCCGGAAGAA 
TGGCCACTTCCATGGGGCTTTGGCGTCAGAGTGTTGCTGCCACTGAAGCTTCTTTAGGGCCTTCTT 

TACCTGCAGTAGGATCCTG 
ATGGACGTCA1CCTAGGAC • 

5. Verfahren zur Herstellung eines Expressionsvektors, velcher eine 
fUr Desulfatohirudin kodierende DNA-Sequenz enthalt, die von einer 
Expressionskontrollsequenz derart reguliert wird, dass in einem mit 
diesem Expressionsvektor transf ortnierten Wirt Polypeptide mit 
Hirudin-Aktivitat exprimiert werden, dadurch gekennzeichnet , dass 
man in eine Vektor-DNA, velche eine Expressionskontrollsequenz 
enthalt, eine fur Desulfatohirudin kodierende DNA-Sequenz derart 
einfiigt, dass die Expressionskontrollsequenz besagte DNA-Sequenz 
reguliert. 
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6. Verfahren gemass Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Expressionskontrollsequenz diejenige des E. coli Tryptophanoperons 
ist. 

7. Verfahren gemass Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , daas die 
Expressionskontrollsequenz diejenige des Hefe-PH05-Gens ist. 

8. Verfahren gemass Anspruch 5 zur Herstellung des Plasmids 
pML310. 

9. Verfahren gemass Anspruch 5 zur Herstellung des Plasmids 
pJDB207R/PHO5-HIR. 

10. Verfahren zur Herstellung von transformierten Wirtszellen, 
dadurch gekennnzeichnet , dass man eine Wirtszelle mit einem Ex- 
pressionsvektor, der eine von einer Expressionskontrollsequenz 
regulierte, fur die Aminosauresequenz von Hirudin kodierende 
DNA-Sequenz enthalt, transformiert. 

11. Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Wirtszelle ein Stamm von Escherichia coll . Bacillus subtilis oder 
Saccharomvces cerevisiae ist. 

12. Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Wirtszelle ein Escherichia coli- Stamm ist. 

13. Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Wirtszelle ein Saccharomvces cerevisiae -Stamm ist. 

14. Verfahren gemass Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Expressionsvektor das Plasmid pHL 310 ist. 

15. Verfahren gemass Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Expressionsvektor das Plasmid pJDB207R/PH05-HIR ist. 
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16. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen nit Hirudin-Akti- 
vitat, dadurch gekennzeichnet, daes mit einem Expressionsvektor, 
welches eine von einer Expressionskontrollsequenz regulierte, fiir 
die Aminosauresequenz von Hirudin kodierende DNA-Sequenz enthalt, 
transformierte Wirtszellen in eine© flussigen Nahrmedium, welchea 
assimilierbare Kohlenstoff-und Stickstoffquellen enthalt, kultiviert 
werden und das Produkt aus den Wirtszellen freigesetzt und isoliert 
wird, und, falls erforderlich, ein verfahrensgemass erhaltliches 
Produkt oit einem zur Aufspaltung der Disulfidbindungen geeigneten 
Reduktionsmittel versetzt und das erhaltliche reduzierte Polypeptid 
mit einem zur Neuknupfung von Disulfidbindungen geeigneten Oxida- 
tionsmittel behandelt wird, und falls gewunscht, eine erhaltliche 
Hirudin- Verbindung in eine andere Hirudin-Verbindung uberfuhrt wird, 
und, falls gewunscht, ein verfahrensgemass erhaltliches Gemisch von 
Verbindungen nit Hirudin-Aktivitat in die einzelnen Konponenten 
aufgetrennt wird, und/oder, falls gewunscht, ein erhaltenes Salz in 
das freie Polypeptid und ein erhaltenes Polypeptid in ein Salz 
desselben uberfuhrt wird. 

17. Verfahren gemass Anspruch 16 zur Herstellung von Verbindungen 
der Formel 

VValTyrThrAspCysThrGluSerGlyGlnAsnLeuCysLeuCysGluGlySerAsnValCys 

GlyGlnGlyAsnLysCysIleLeuGlySerAspGlyGluLysAsnGlnCysValThrGlyGluGly 

ThrProLysProGlnSerHisAsnAspGlyAspPheGluGluIleProGluGluWLeuGln 

(XIV). 

worin V fiir Val oder fur Met-Val steht und W Tyr oder Tyr(-0S0 3 H) 
bedeutet, und von Salzen solcher Verbindungen. 

18. Verfahren nach Anspruch 17 zur Herstellung von Desulfatohirudin 
der Formel XIV, worin V fiir Val steht und W Tyr 1st. 

19. Verfahren gemass Anspruch 16 zur Herstellung von Desulfato- 
hirudin- Verbindungen, welche durch RP-HPLC-Konatanten [Be- 
dingungen: Vydac 218TP5415; 4,6 x 150 mm, Durchflussgeschwindigkeit 
1,2 ml/min; Eluent: A: 0,1 % Trif luoressigsaure , B: Acetonitril/Was- 



0168342 

" 116 — 

eer 8:2 + 0.07 % Trif luoressigsaure. Gradient: 2 tain 16 % B, dann 
wahrend 3 min. auf 20 % £ steigern, dann wahrend 15 tain auf 25 % £ 
steigern, dann wahrend 27 min. auf 64 % £ steigern], FPLC-Konstanten 
[fiedlngungen: Mono Q-Saule (Pharmacia), 4,6mm x 150 mm. Puffer A: 
20 mM Iris • HC1 pH 7,5; Puffer £: 20 mM Tris • HCl/1 M NaCl. 
Linearer Salzgradient: A: wahrend 9 ml mit 15 % Puffer £ eluieren, 
wahrend 10,7 ml auf 70 % Puffer £ 6teigern] und UV-Absorption wie 
folgt charakterisiert sind: 

Verbindung A: RP-HPLC, Retentionszeit 16,83 min; 

FPLC; Elution bei 390 mM NaCl; D*V (Wasser): \ _ - 275 nm; 

max 

Verbindung fi: RP-HPLC: Retentionszeit 18,43 min; 
Verbindung C: RP-HPLC: Retentionszeit 19,6 min; 
FPLC: Elution bei 420 mM NaCl; 
Verbindung D: RP-HPLC: Retentionszeit 20,6 min; 
FPLC: Elution bei 460 mM NaCl; 

Verbindung E: RP-HPLC: Retentionszeit 21,53 min; FPLC: 
Elution bei 500 mM NaCl; UV (Wasser): \ ffiax « 273 nm; 

20. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet , dass man 
eine erhaltliche Verbindung der Formel XIV, worin V fur 
Met-Val steht, mittels Bromcyan in eine Verbindung der Formel XIV 
uberfuhrt, worin V Val 1st. 

21. Verfahren zur Herstellung von Hirudin gemass Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, dass man eine erhaltliche Verbindung der 
Formel XIV, worin V fiir Val steht und W Tyr 1st, mit einer 
Tyrosin-Sulf ©transferase umsetzt . 

22. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen Praparaten, 
dadurch gekennzeichnet, dass man eine nach dem Verfahren von 
Anspruch 17 erhaltliche Verbindung der Formel XIV, worin V fiir 
Met-Val steht und W die angegebenen Bedeutungen hat, oder ein 
pharmazeutisch annehmbares Salz davon oder eine nach dem Verfahren 
gemass Anspruch 19 erhaltliche Desulfatohirudin-Verbindung mit einem 
pharmazeutisch annehmbaren Trager und/oder Hilfsstoffen mischt. 
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23. Verfahren zur Herstellung von Hirudin- und Desulf atohirudin- 
spezifischen ©onoklonalen Antikorpern, dadurch gekennzeichnet, dase 
Mause ©it Hirudin oder Desulf atohirudin innnunisiert , B-Lymphozyten 
derart immunisierter Tiere mit Hyelooazellen fusioniert, die 
gebildeten Antikorper ausscheidenden Hybridotnazellen kloniert und in 
vitro oder in Mausen kultiviert werden. 
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